UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA

UNIDAD IZTAPALAPA

_ . DIVISION CIENCIAS BIOLOGICAS Y DE LA SALUD
Casa abierta al tiempo POSGRADO EN BIOTECNOLOGIA

EVALUACION DE PEPTIDOS ANTITROMBOTICOS
OBTENIDOS DE ALBUMINA 1 Y GLOBULINA DEL
GRANO DE AMARANTO (Amaranthus hypochondriacus L)

TESIS.
PARA OBTENER EL GRADO DE:
MAESTRO EN BIOTECNOLOGIA

PRESENTA:
Q. F. B. PEDRO MARTINEZ BAUTISTA
MATRICULA: 208381224
CORREO: pedroquimedico@gmail.com

DIRECTOR: DR. JORGE SORIANO SANTOS
ASESOR: DRA. AURORA DE LA PENA DIAZ

JURADO:

PRESIDENTE: DR. GERARDO DIAZ GODINEZ
SECRETARIO: HECTOR BERNARDO ESCALONA BUENDIA
VOCAL: DRA. MARIA JOSE SERRANO MALDONADO
VOCAL: DRA. MARIA DEL CARMEN FAJARDO ORTIZ

MEXICO, DISTRITO FEDERAL, A 30 DE JULIO DEL 2015.




UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA

UNIDAD IZTAPALAPA
Casa abierta al tiempo

EVALUACION DE PEPTIDOS ANTITROMBOTICOS
OBTENIDOS DE ALBUMINA 1Y GLOBULINA DEL
GRANO DE AMARANTO (Amaranthus hypochondriacus L).

T E S | S

PARA OBTENER EL GRADO DE:
MAESTRO EN BIOTECNOLOGIA

P R E S E N T A
Q.F.B. PEDRO MARTINEZ BAUTISTA

DIRECTOR:
DR. JORGE SORIANO SANTOS
ASESOR:
DRA. AURORA DE LA PENA DIAZ

MEXICO, DISTRITO FEDERAL, A 30 DE JULIO DEL 2015.



“‘La Maestria en Biotecnologia de la Universidad Autbnoma Metropolitana esta
incluida en el Programa Nacional de Posgrados de Calidad (PNPC) del
CONACYT, con la referencia 001465”.

Este trabajo conto con el apoyo a través de la beca No. 223945.



México D.F. a 30 de Julio del 2015.

El jurado designado por la

Division de Ciencias Bioldgicas y de la Salud de la Unidad Iztapalapa aprobé la
tesis.

Evaluacion de péptidos antitromboticos obtenidos de albumina 1 y globulina del
grano de amaranto (Amaranthus hypochondriacus L).

gue presento

Q. F. B. Pedro Martinez Bautista.

Comité de Tutores:

Director: Dr. Jorge Soriano Santos.

Asesor: Dra. Aurora De La Peria Diaz.

Jurado:

Presidente: Dr. Gerardo Diaz Godinez.

Secretario: Dr. Héctor Bernardo Escalona Buendia.

Vocal: Dra. Maria José Serrano Maldonado.

Vocal: Dra. Maria Del Carmen Fajardo Ortiz.



AGRADECIMIENTO ESPECIAL.

Al Dr. Jorge Soriano Santos: por haber creido en mi, por su confianza, por su

apoyo incondicional y por su amistad.

A la Dra. Aurora De La Pefia Diaz: por ser parte de su equipo de investigacion, por

SUS coNnsejos y por su amistad.

Al Antrop. Juan Carlos Rodriguez Elizondo, por su motivacién, por su confianza y

por su amistad.



1.0

11
111
112
1121
1.1.2.2
1.1.23
1.13
1.14

1.2

1.2.1
1.2.2
1.2.1

13
131
1.3.2
1.3.3
134
135
1351
1.3.5.2
1.3.6
1.36.1
1.3.6.2
1.3.6.3
1.3.7
13.7.1

INDICE GENERAL.

RESUMEN.

INTRODUCCION.

AMARANTO.
Clasificacion.
Composicién quimica.

Del vegetal.

De las hojas.

Del grano.

Propiedades nutricionales.

Propiedades nutracéuticas.

PEPTIDOS BIOACTIVO.
De los alimentos.
Del amaranto

Péptidos antitromboticos.

HEMOSTASIA.
Vasoconstriccion.
Hemostasia primaria.

Hemostasia secundaria.

Trombosis y acontecimientos antitromboticos.

Endotelio.

Propiedades antitrombaticas.

Propiedades protrombéticas.

Plaguetas.

Adhesion.

Secrecion.

Agregacion.

Cascada de la coagulacion.

Via intrinseca.

00 W W N N N -

12
12
14
18

22
22
23
23
24
25
25
26
27
27
28
29
29
31



1.3.7.2
1.3.7.3
1.3.8

14
14.1
14.2
1421
1.4.2.2
1.4.2.3
1.4.3
144
1.4.5
1.4.6
1.4.7
14.7.1
1.4.7.2
1.4.7.3

2.0

3.0

4.0

4.1
4.2

5.0

6.0

6.1
6.2

Via extrinseca.
Via comun.

Cascada fibrinolitica.

TROMBOSIS.
Epidemiologia.
Fisiopatologia.

Lesion vascular.

Estasis venosa.
Hipercoagulabilidad.
Etiologia.

Factores de riesgo.
Manifestaciones clinicas
Diagndstico.

Farmacos antitromboticos.
Anticoagulantes.
Antiplaquetarios.

Fibrinoliticos.

JUSTIFICACION.

HIPOTESIS.

OBJETIVOS.

Objetivo general.
Obijetivos especificos.

ESTRATEGIA EXPERIMENTAL.

MATERIAL Y METODOS.

Molienda de los granos de amaranto.

Desengrasado de la harina de amaranto.

31
32
33

35
36
38
38
39
39
40
42
43
45
46
46
46
46

50

52

52

52
52

53

54

54
54



6.3
6.3.1
6.4
6.5
6.6
6.6.1
6.6.2
6.6.3
6.6.4

6.7

6.8

6.9

6.10

7.0

7.1
7.2

7.3

7.4
7.5

7.6

7.7

7.8

7.9

Extraccion de albumina 1 y globulina con Na,SO;,.

Cuantificacion de proteinas por el Método de Bradford.

Hidrolisis enzimética de albumina 1 y globulina con alcalasa.

Grado de hidrdlisis de albamina 1 y globulina con TNBS.

Evaluacion de la inhibicion de la agregacion plaquetaria.

Extraccion de sangre.

Obtencion del plasma rico en plaquetas.

Obtencion del plasma pobre en plaquetas.

Inhibicion de la agregacion plaquetaria de los hidrolizados de la
albamina 1y globulina.

Determinacion del valor ICsq de los hidrolizados de la albumina 1 vy
globulina.

Cromatografia de filtracion en gel Sephadex G-15.

Activacién plaguetaria de las fracciones de péptidos antitrombaéticos.

Analisis estadistico.

RESULTADOS Y DISCUSION.

Extraccion de albumina 1 y globulina con Na,SO, al 5%.

Hidrolisis enzimatica de albumina 1 con alcalasa y el porcentaje de
inhibicién plaquetaria.

Hidrolisis enzimatica de globulina con alcalasa y el porcentaje de
inhibicién plaquetaria.

Perfil de filtracion en gel de Sephadex G-15 del hidrolizado 24h de albamina 1.
Perfil de filtracibn en gel de Sephadex G-15 del hidrolizado 24h de
globulina.

Inhibicién de la agregacién plaquetaria de las fracciones de péptidos de
la albdmina 1.

Inhibicién de la agregacion plaquetaria de las fracciones de péptidos de
la globulina.

Inhibicién plaquetaria de las fracciones de péptidos Al y G2 inducido
con ADP.

Inhibicién plaguetaria de las fracciones de péptidos A1l y G2 inducido con

Epinefrina.

54
55
56
56
57
57
57
57
58

59

59

60

60

61

61
63

64

67
68

71

72

73

74



8.0

9.0

10.

10.1

10.2

10.3

10.4

10.5
10.6

10.7

10.8
10.9

10.10

10.11

11.

CONCLUSIONES.

PERSPECTIVAS.

APENDICES.

Determinacion de proteinas por el Método de Bradford.

Curva estandar de albumina sérica bovina.

Extraccion de albumina 1 y globulina con Na,SO,al 5%.

Determinaciéon del grado de hidrélisis enzimatica por el Método de
Adler-Nissen.

Curva estandar de glicina.

Hidrdlisis enziméatica de albumina y globulina con alcalasa y del
porcentaje de inhibicién plaquetaria.

Regresion lineal del valor ICs, del hidrolizado de 24h de la albimina 1y
globulina.

Curva estandar de marcadores utilizados en gel de Sephadex G-15
Perfil de filtracion en gel de Sephadex G-15 de los hidrolizados de 24 h
de albumina y globulina.

Inhibicién de la agregacion plaquetaria de las fracciones de péptidos de
albumina y globulina.

Inhibicién plaquetaria de las fracciones de péptidos Al y G2 inducido
con ADP y epinefrina.

BIBLIOGRAFIA.

77

78

79

79

80

81

82

83
84

86

88
89

90

92

94



Figura 1.
Figura 2.

Figura 3.
Figura 4.
Figura 5
Figura 6.

Figura 7.

Figura 8.
Figura 9.

Figura 10.
Figura 11.
Figura 12.
Figura 13.

Figura 14.

Figura 15.
Figura 16.

Figura 17.

INDICE DE FIGURAS.

Planta de amaranto de la especie Amaranthus hypochodriacus L.
Perfiles predichos de péptidos de las proteinas de amaranto con
actividades bioldgicas.

Representacion grafica del proceso de vasoconstriccion normal.
Representacion grafica del proceso de hemostasia primaria normal.
Representacion gréafica del proceso de hemostasia secundaria normal.
Representacion grafica del proceso de formacién del trombo y sus
acontecimientos antitrombaoticos normales.

llustracion esquematica de las actividades procoagulantes vy
anticoagulantes de las células endoteliales.

llustracion esquematica de la adhesion y agregacion plaquetaria.
llustracion esquematica del complejo de reaccion inicial.

Cascada de la coagulacion.

Cascada fibrinolitica.

Triada de Virchow en la trombosis.

Representacion gréfica de los mecanismos de accion de los farmacos
antitrombadticos.

Esquema de la estrategia experimental para la obtencion y evaluacion
de las fracciones de péptidos con actividad antitrombética.

Método de extraccion de albumina 1 y globulina del grano de amaranto.
Reaccion de TNBS con los grupos amino libres resultantes de la
hidrélisis de albamina 1 y globulina.

Agregacion plaquetaria con ADP 5uM. Relacion entre el testigo normal

y el problema.

27
31
32
34
38
48

53

55
57

58



Gréfical.

Gréfica 2.

Gréfica 3.

Grafica 4.

Grafica 5.

Grafica 6.

Grafica 7.

Grafica 8.

Gréfica 9.

Gréfica 10.

Gréfica 11.

Gréfica 12.

Gréfica 13.
Grafica 14.

INDICE DE GRAFICAS.

Cuantificacion de la albamina 1 y globulina de la harina desengrasada
del amaranto por el Método de Bradford.

Grado de hidrélisis y % de inhibicion plaquetaria de la albdmina 1 a
diferentes tiempos.

Regresion lineal para la determinacion del valor ICs, de inhibicion de la
agregacién plaquetaria del hidrolizado de 24h de la albumina 1.

Grado de hidrélisis y % de inhibicion plaquetaria de la globulina a
diferentes tiempos.

Regresion lineal para la determinacion del valor ICs, de inhibicion de la
agregacioén plaquetaria del hidrolizado de 24h de la globulina.
Cromatograma de los hidrolizados de 24 horas de la albumina 1.
Cromatograma de los hidrolizados de 24 horas de la globulina.
Porcentaje de inhibicion de la agregacion plaquetaria de las fracciones
de péptidos de la albumina 1.

Porcentaje de inhibicion de la agregacién plaquetaria de las fracciones
de péptidos de la globulina.

Porcentaje de activacion plaquetaria de las fracciones de péptidos Al y
G2 inducido con ADP.

Porcentaje de activacion plaquetaria de las fracciones de péptidos Al y
G2 inducidos Epinefrina.

Curva estandar de albumina bovina.

Curva estandar de glicina.

Curva estandar de marcadores para la filtracion en gel de Sephadex G-
15.

61

63

86

64

87

67

68

71

72

73

74

80

83
88



Tabla 1.
Tabla 2.
Tabla 3.
Tabla 4.
Tabla 5.
Tabla 6.
Tabla 7.

Tabla 8.

Tabla 9.

Tabla 10.
Tabla 11.

Tabla 12.
Tabla 13.

Tabla 14.
Tabla 15.

Tabla 16.
Tabla 17.
Tabla 18.
Tabla 19.
Tabla 20.
Tabla 21.
Tabla 22.
Tabla 23.
Tabla 24.
Tabla 25.
Tabla 26.

INDICE DE TABLAS.

Clasificacion boténica de la planta de amaranto.

Composicién quimica del amaranto.

Contenido de &cidos del amaranto.

Contenido de minerales del amaranto.

Contenido de vitaminas del amaranto.

Contenido de aminoacidos esenciales del amaranto.

Composicién quimica proximal de distintas especies de grano de
amaranto.

Composicién de las fracciones de proteina del grano de amaranto y de
algunos cereales.

Composicién del analisis quimico proximal del grano y harina
desengrasada.

Diversas especies de amaranto, origen, uso y sabor.

Ejemplos de ingredientes de los alimentos nutraceuticos disponibles en
el mercado que llevan péptidos bioactivos.

Ejemplos de péptidos bioactivos derivados de los alimentos.
Biopéptidos identificados en la digestion de tripsina de la fraccion de
gluteina del amaranto.

Péptidos bioactivos aislados recientemente del amaranto.

Comparacion de secuencias de aminoacidos de fibrinbgeno y un
péptido de la k-caseina bovina.

Perfil de actividad antitrombética potencial de proteinas de la leche.
Péptidos antitrombéticos aislados recientemente de los alimentos.
Moléculas antitrombdticas del endotelio vascular.

Moléculas protrombéticas del endotelio vascular

Productos liberados por plaguetas.

Agonistas plaquetarios.

Caracteristicas generales de los factores de la coagulacion.

Moléculas antitrombdticas de la cascada de la coagulacion.

Principales causas de mortalidad general, 2001. Datos nacionales.
Causas de trombofilia.

Factores de riesgo que predisponen al desarrollo de trombosis.

N o o o o b~

11

13
16

17
18

20
21
25
26
28
29
30
33
36
41
42



Tabla 27.

Tabla 28.

Tabla 29.

Tabla 30.

Tabla 31.

Tabla 32.

Tabla 33.

Tabla 34.

Tabla 35.

Tabla 36.

Tabla 37.
Tabla 38.

Tabla 39.

Tabla 40.

Tabla 41.

Tabla 42.

Tabla 43.

Tabla 44.

Tabla 45.

Sindromes por oclusién arterial sistémica aguda.

Sindromes por oclusién venosa sistémica aguda.

La hemostasia en la normalidad.

Clasificacion de los principales agentes antitrombaticos.

Efectos adversos de los principales agentes antitromboticos.
Clasificacion de las especies obtenidas por cromatografia por filtracion
en gel de Sephadex G-15 del hidrolizado de 24 de albumina 1 y
globulina.

Orden de adiccion de los reactivos para la cuantificacion de proteinas
de albumina 1 y globulina.

Valores de absorbancia correspondientes a la curva estandar de
albumina bovina.

Valores obtenidos de la cuantificacion de la albumina y globulina por el
Método de Bradford.

Orden de adicién de los reactivos para la protedlisis de albumina 1 y
globulina.

Valores de absorbancia correspondiente a la curva estandar de glicina.
Valores obtenidos del grado de hidrélisis y % de inhibicion plaquetaria
de la albumina 1 a los diferentes tiempos.

Valores obtenidos del grado de hidrélisis y % de inhibicion plaquetaria
de globulina a los diferentes tiempos.

Valores obtenidos para la determinacion del valor ICs, de inhibicion de
la agregacion plaquetaria del hidrolizado de 24h de la albumina 1.
Valores obtenidos para la determinacion del valor ICs, de inhibicién de
la agregacion plaquetaria del hidrolizado de 24h de la globulina.

Valores de los logaritmos de pesos moleculares correspondientes a la
curva estandar de marcadores utilizados para la filtracion en gel de
Sephadex G-15.

Valores obtenidos de los pesos moleculares relativos de las fracciones
de la albumina 1.

Valores obtenidos de los pesos moleculares relativos de las fracciones
de la globulina.

Valores obtenidos del porcentaje de inhibicion de la agregacion

plaquetaria de las fracciones de péptidos de la albumina 1.

43

44

45

47

49

70

79

80

81

82

83
84

85

86

87

88

89

89

90



Tabla 46.

Tabla 47.

Tabla 48.

Valores obtenidos del porcentaje de inhibicibn de la agregacién 91
plaquetaria de las fracciones de péptidos de la globulina.

Valores obtenidos del porcentaje de activacion plaquetaria de las 92
fracciones de péptidos A1y G2 con ADP.

Valores obtenidos del porcentaje de activacion plaquetaria de las 93
fracciones de péptidos A1y G2 con Epinefrina.



RESUMEN.

Titulo: Evaluacion de péptidos antitromboéticos obtenidos de albimina 1 vy
globulina del grano de amaranto. Hipotesis: La hidrdlisis de las proteinas del
grano de amaranto con alcalasa dara como resultados la obtencion de diferentes
péptidos, algunos de los cuales resultaran con actividad antitrombdtica. Material y
meétodos: Las proteinas del grano de amaranto se extrajeron utilizando una
disolucion de Na2S0O4 0.04 M, posteriormente se hidroliza con alcalasa 2.4
mUA/mL, ademas se evaluaron el grado de hidrolisis con TNBS, la inhibicion de la
agregacion plaquetaria inducido con ADP 5 uM y epinefrina 10 pM. Los resultados
fueron analizados mediante una prueba de Dunnett, con un nivel estadistico de
significancia de p<0.05, utilizando el software GraphPad Prisma 5 para Windows.
Resultados: El % de inhibicibn de la agregacion plaguetaria de la proteina
extraida del amaranto: albumina 1 de 75.21+0.05% con un ICsp= 0.4311+0.001
mg/mL y de otra fraccion estudiada: globulina de 77.68+0.05% con un ICsp=
0.0128+0.001mg/mL hidrolizados con alcalasa a las 24 h. Se observa que el
porcentaje de inhibicion de la agregacion plaquetaria, para la fraccion A1 mostrd
mayor actividad (82.44+0.05%) y para la fraccion G2 mostr6 mayor actividad
(81.25+0.05%). Ademas, se observa un % de inhibicion antiagregante plaquetario
para Al (62.23+8.51%), para G2 (57.86%£12.8%) inducido por ADP y para Al
(43.24+16.0%), para G2 (46.34+13.2%) inducido por epinefrina. Conclusiones:
Entre los mecanismos posibles del efecto antiagregante plaquetario se
encuentran: a) que las fracciones de péptidos de la A1l y G2 presentan inhibicion
de los receptores de ADP (P2Y,, P2Y1,) y de epinefrina (a-2 adrenérgico), b) que
influyan en la liberacion de calcio intraplaguetario con sus consecuencias
biolégicas subsecuentes. La presencia de estos péptidos con inhibicion
antiplaquetaria establece el potencial de futuras investigaciones in vivo en el

campo de alimentos funcionales (nutracéuticos) en beneficio de la salud humana.



SUMMARY.

Title: Evaluation of antithrombotic peptides derived from albumin 1 and globulin
grain amaranth. Hypothesis: Hydrolysis of proteins alcalase grain amaranth give
as obtaining results different peptides, some of which result in antithrombotic
activity. Methods: the grain amaranth proteins were extrated using a solution of
0.04M Na2SO04 then hydrolyzed with alacalse 2.4mUA/mL, plus the degree of
hydrolysis with TNBS were evaluated, the activity of platelet inhibition with ADP
5uM and epinephrine 10uM. The results were analyzed by Dunnett’s test, with a
statistical significance level of p<0.05, using the software GranphPad Prism 5 for
Windows. Results: The % inhibition of coagulation of albumin 1 is 75.21+0.05%
with an 1C50=0.4311+0.001lmg/mL and globulin is 77.68+0.05% with an
1c50=0128+0.001mg/mL to hydrolysates with alcalase 24h. It shows that the
percentage of antithrombotic activity, the Al fraction showed increased activity
(82.44+0.05%); G2 fraction showed the highest activity (81.25+0.05%).
Furthermore a % for A1 antithromboticactivity (62.23+8.51%) to G2 (57.86+12.8%)
induced by ADP and Al (43.24+16.0%), G2 (46.34+13.2%) induced by epinephrine
is observed. Conclusions: Possible mechanisms of antiplatelet effect are: a) the
peptide fractions A1 and G2 show inhibition of ADP receptors (P2Y1, P2Y12) and
epinephrine (B-2 adrenergic), b) influence the release of calcium intraplatelet with
subsequent biological consequences. The presence of these peptides with
antiplatelet inhibition provides the potential for future research in vivo in the field of

functional foods (nutraceuticals) to benefit human health.



1.0 INTRODUCCION.

1.1 AMARANTO.

El amaranto pertenece a la familia Amaranthaceae con mas de 60 géneros,
que incluyen alrededor de 800 especies de dicotiledoneas, plantas herbaceas
anuales o perennes. Existen tres especies del género Amaranthus que producen
grandes inflorescencias, a menudo con mas de 50 mil semillas por planta. Estos
son: Amarantus cruentus en Guatemala, Amarantus caudatus en Peru y

Amaranthus hypochondriacus en México [Figura 1].

El amaranto es una planta de crecimiento rapido que puede desarrollarse
en climas calientes y templados donde el suministro de agua es limitado, regiones
himedas de Africa, el sur-este de Asia, el sur de China e India, que estan
representados por varias especies de amaranto, como Amaranthus tricolor,
Amaranthus dubius, Amaranthus cruentus, Amaranthus edulis, Amaranthus

retroflexus, Amaranthus viridis y Amaranthus hybridus.

Figura 1. Planta de amaranto de la especie Amaranthus hypochodriacus L.



1.1.1 Clasificacion.

El amaranto es una planta dicotiledonea, no es una hierba como la mayoria
de los cereales, que son monocotiledéneas, sino que es un pseudocereal. El
amaranto muestra una plasticidad botanica extrema en la adaptacion que
contribuye a la dificultad y confusion en su taxonomia [Tabla 1]. Se clasifica por
medio de la estructura de la flor, la forma y proporcion de hojas y las
inflorescencias. Estos caracteres muy variables también permiten una alta
frecuencia de hibridacion y asegurar la disponibilidad de una gran reserva de

germoplasma.

Reino Vegetal
Division Embryophyta Syphonograma
Subdivisién Angiospermae

Clase Dicotiledonea

Subclase Archiclomidae

Grupo Thalamifloreae

Orden Caryophyllales

Género Amaranthus

Especie Amaranthus hypochondriacus

Tabla 1. Becker y cols., 1981. Clasificacion botanica de la planta de amaranto.

1.1.2 Composicion quimica.
1.1.2.1 Del vegetal.
La composicion quimica de la parte vegetal del amaranto se muestra en la

Tabla 2. El contenido de humedad de todas las especies varia alrededor del 70-
94%. Sobre una base de peso seco (dwb), la proteina cruda varia del 18-38% y de
lipidos crudos totales del 1.3-10.6%. La fraccion lipidica contiene un 53.3% de
lipidos no polares, 33.8% de glicolipidos y 12.6% de fosfolipidos. Los acidos
grasos principales incluyen: linolénico (30-70%) y palmitico (13-14%) asi como el
acido oleico y estearico [Tabla 3]. La variabilidad en la fibra cruda es también
bastante grande de 5.4-24.6%. Por ultimo, los valores de contenido de cenizas de
7.6-22.2% (Bressani, 2003) [Tabla 2].



Los niveles de calcio, potasio y magnesio son bastante altos, el calcio
presente en mayor cantidad de 2-3%. Ademas, grandes cantidades de fosforo,

también se encuentran con valores de 0.49-0.79%. Por otra parte, existe una

concentracion relativamente alta hierro de 0.08-0.50% [Tabla 4]. por ultimo, las

cantidades de vitamina B y B, acido nicotinico y acido ascérbico son similares a
los encontrados en otras verduras, pero el contenido de B-caroteno es tan alto o
mas altos, que los reportados por otros vegetales verdes [Tabla 5] (Paredes-

Lépez y cols., 2006).

El amaranto al igual que muchas otras plantas que crecen, tiene una
tendencia a acumular nitratos y oxalatos. Sobre una base de peso seco (dwb). Los
valores reportados van de 0.27-0.74% de nitrato. Por otra parte, los valores

reportados van de 1.1-7.9% de oxalato [Tabla 2] (Raina y cols., 1992).

1.1.2.2 De las hojas.

La composicion quimica de las hojas del amaranto muestra que
proporcionan un valor nutricional bueno relativamente. Su contenido de
aminoacidos esenciales es atractiva y altas en lisina, pero el contenido de

aminoacidos azufrados es bajo [Tabla 6]. Ademas, el contenido de hierro y B-

caroteno son altamente disponibles [Tabla 4 y 5] (Paredes-Lopez y cols., 1994)-

1.1.2.3 Del grano.

La composicidén quimica del grano del amaranto se muestra en la Tabla 2.
El contenido de proteina cruda varia desde 11.8% hasta 17.6%. EIl contenido de
lipidos totales de todas las especies es de 4.8% a 8.1%. Los datos de fibra
dietética son insuficientes. Sin embargo, los valores de Amaranthus caudatus se
han reportado de 7.6% a 16.4%. El almidéon es el componente quimico mas
abundante en el grano de amaranto, el contenido vario de 48 a 69%, esta presente
principalmente como amilopectina altamente ramificada, pero algunas variedades
de grano de amaranto contienen 4.8% a 7.22% de amilosa. Otros carbohidratos
incluyen la sacarosa, la rafinosa, la estaquiosa y la maltosa (Rastogi y cols., 2013).
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El contenido de vitaminas, parecen ser relativamente constante entre las
especies [Tabla 5]. Algunas de las vitaminas, por ejemplo, el acido nicotinico es bajo
en comparacion con el contenido de acido nicotinico en los cereales, que muestran
valores de alrededor de dos a tres veces mayor. La composicién del contenido de
aminoacidos esenciales en el grano de amaranto revela que el aminoacido mas
deficiente es la leucina. Sin embargo, otros aminoacidos, tales como valina, isoleucina
y treonina pueden ser limitantes. Ademas, la proteina de amaranto es buena fuente de

lisina, triptéfano y aminoacidos azufrados [Tabla 6] (Bressani, 2003).

Vegetal Grano Forraje
Humedad 85.0+44 99+20 87.8+0.76
Materia seca 150+44 90.1+£20 12.2+0.76
Proteinas (Nx6.25) 241+42 152+17 19.2+56
Lipidos totales 3.8+068 70+16 29+13
Fibra cruda 149+37 62+32 16.6+6.2
Fibra dietética 13.6+£4.8
Cenizas 17.7+16 3.3+05 19.0+39
Carbohidratos 429+46 621+76 43.8+86
Amilosa 6.1+1.2
Energia 284 366 337
(calorias por 100g)
Energia metabolica (kJ™') 12.2
Nitrato 0.55+0.19
Oxalato 45+18 5.86 £ 1.89
Fitato 1.03t1.16
Taninos 63.5+7.7
Paredes de las células 43.4+10.9
Fibra de detergente neutro 34.6+15.0
Fibra de detergente acido 5.2
Lignina de detergente acido 234
Celulosa 60.0 + 4.1

Digestion In vitro (%)

Tabla 2. Bressani, 2003. Composicion quimica del amaranto (g/100g).
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Acidos grasos Vegetal Grano

Acido miristico 1.1 0.53+0.3
Acido palmitico 13.3  204+20
Acido esteéarico 4.6 35+15
Acido oleico 47  26.1+56
Acido linoleico 64  48.0+73
Acido linolénico 344 143+08
Acido araquidénico 0.5 1.6+0.9

Tabla 3. Bressani, 2003. Contenido de acidos grasos del amaranto (g/100g).

Minerales  Vegetal Grano Forraje
(g /100g®)  (mg /100g%) (g /100g®)
Fosforo 0.66+0.22 578+389 0.70+0.28
Potasio 0.19+£0.02 541+80.7
Calcio 257+062 212+66.0 2.45+0.76
Magnesio 1.10+0.30 327+42.8
Sodio 225+6.9
Hierro 0.19+£0.15 35.6+329
Cobre 1.81+£1.06
Manganeso 3.42+0.90
Zinc 3.83+0.38
Azufre 150
Aluminio 0.015 1.0
Selenio 0.003

Tabla 4. Bressani, 2003. Contenido de minerales del amaranto.



Vitamina Vegetal Grano

Tiamina 0.68+0.32 0.136+0.076
2.24+043 0.223+0.056
Acido nicotinico  7.47+1.66 1.153 + 0.161

Rivoflavina

Biotina 425+ 15
Acido félico 438+ 15
Vitamina C 570.7 £ 89.6 4.47
Caroteno 33.3+16.68 4.6

Tabla 5. Bressani, 2003. Contenido de vitaminas del amaranto (mg/100g).

Aminoacidos esenciales Vegetal Grano

Leucina 421+£76.5 356+ 17.6
Isoleucina 327 +38.7 226+ 15.9
Lisina 300£349 351+214
Metionina 78+43.6 124 +17.7
Cisteina 24 + 81 124+ 6.4
Fenilalanina 314+ 78.0 270+ 40.1
Tirosina 232+48.7 220+ 32.6
Treonina 356+ 759 238+213
Triptéfano 80 76 £12.3
Valina 355+31.4 256+ 14.1

Tabla 6. Bressani, 2003. Contenido de aminoacidos esenciales del amaranto (mg

de aminoacido por g de nitrogeno).

Existen tres especies de amaranto que producen granos nutritivos: A.
hypochondriacus, A. cruentus y A. caudatus. La composicién quimica proximal en
los granos de amaranto es inconsistente entre las tres especies. Los rangos

reportados se muestran en la Tabla 7.



Componente A. caudatus A. cruentus A. hipochondriacus
Humedad 11 7.5 11
Proteina cruda® 18 15.7 18
Grasa 7.5 7.3 7.7
Fibra 4.5 4 2.2
Cenizas 3 3.5 4.1
Carbohidratos® 56 62 57

Tabla 7. Paredes-Lopez, 1994. Composicion quimica proximal de distintas

especies de grano de amaranto (g/100g).

aN x 5.85, ® Por diferencia

La composicion de las fracciones de proteina que se encuentra en el grano
de amaranto se muestra en la Tabla 8. La concentracion de albumina se encontrd
que varian entre el 20% a 23% y el de la globulina entre el 18% a 21%. Las
prolaminas solubles en alcohol se ha encontrado que varian entre el 2% a 3% vy el

de gluteinas solubles en alcali entre el 42% a 46%.

Fraccion proteica (%)

Grano Albuminas+Globulinas Prolaminas Gluteinas

Amaranto 56-62 1-3.1 22-30
Maiz 6 55 40
Trigo 15 69 16

Avena 79-81 10-16 5
Sorgo 16 52 32

Tabla 8. Bressani y Garcia-Vela, 1990. Composicion de las fracciones de proteina

del grano de amaranto y de algunos cereales.



1.1.3 Propiedades nutricionales.
El analisis quimico proximal del grano y harina desengrasada de amaranto
se muestra en la Tabla 9. La harina de amaranto se caracteriza por una alta

concentracion de proteina del 18% comparada con otros cereales del 8.5% a 14%.

Analisis Grano Harina desengrasada
(9/1009) (9/1009)
Humedad 10.87+£0.11° 10.86 + 0.12
Proteina Cruda ® 14.08 + 0.17 15.38 £+ 0.18
Extracto Etéreo 7.14+0.14 0.22 £ 0.00
Fibra Cruda 4.56 + 0.04 4.91+0.08
Cenizas 2.85+0.04 3.27 £ 0.01
Extracto libre de Nitrogeno®  60.5 + 0.02 65.36 + 0.06

Tabla 9. Tovar-Pérez y cols., 2009. Composicion del analisis quimico proximal del
grano y harina desengrasada.

3 Nx 6.25, ® Por diferencia, ¢ Desviacion estandar.

La harina del grano del amaranto ha sido probada como un suplemento de
la harina de trigo, maiz y arroz para su uso en pasteles, panaderia, pastas, tortillas
y productos similares [Tabla 10]. Asimismo, la harina del grano de amaranto ha
sido probada como un ingrediente de alimentos ricos en proteinas de alta calidad y

como una bebida en mezclas con leche y harinas de otros granos (Bressani, 2003).

Por otra parte, las posibilidades de productos son numerosos, pero muy
pocos se han comercializado. Un total de 60 alimentos de granos de cereales que
contienen pequenas cantidades de amaranto son comercializados en América. En
México, ocho granos de amaranto reventado diferentes se comercializan, con el
producto mas popular “alegria” (una mezcla de amaranto reventado con el

azucar) (Bressani, 2003).



Especie Tipo Color del grano Uso Sabor

A. cruentus Mexicano Dorado Reventado, panificacion Dulce
Africano Café Vegetal, crepas, cereal Tostado
Guatemala  Café Crepas Nuez

A. hypochondriacus  Mercado Dorado Versatilidad y alta calidad ~ Muy dulce
Nepal Dorado Pobre en reventado Poco dulce

A. hybridus Prima Blanca, negra Crepas Dulce, nuez

A. caudatus Café Potajes Trigo

Tabla 10. Paredes y cols., 2006. Diversas especies de amaranto, origen, uso y

sabor.



1.1.4 Propiedades nutracéuticas.
Las semillas de amaranto son una fuente valiosa de proteinas en la dieta
con la calidad nutricional muy alta y recientemente, su potencial como nutracéutico
se ha propuesto (Vecchi y Aidn, 2009), pero poco se sabe acerca de sus

compuestos bioactivos (Silva-Sanchez y cols., 2008) [Tabla 11].

Los “Nutracéuticos” son péptidos bioactivos que son constituyentes
fundamentales de muchos productos o ingredientes comercializados como
“Alimentos funcionales”. En estos productos los péptidos bioactivos se adicionan o
se enriquecen mediante la modificacion del proceso de fabricacion habitual (por
ejemplo, el cambio de los parametros del proceso o el uso de cultivos iniciadores).
Algunos de estos productos, son alimentos tradicionales que ahora se ofrecen con
una estrategia de mercadotecnia diferente. En la Tabla 11. Se enumera algunos
ejemplos de alimentos funcionales disponibles en el mercado e ingredientes
alimentarios que llevan péptidos bioactivos, los cuales, incluyen la declaracion de

propiedades saludables relacionadas con el producto correspondiente.

Los péptidos bioactivos también estan incluidos en matrices no alimentarios
para proporcionar cierto efecto potenciador de la salud. Por ejemplo, los caseino
fosfopéptidos (CCPs), se afiaden en combinacion con fosfato de calcio amorfo a la
soluciéon de enjuague bucal, pasta de dientes (Prospec M| Paste™, GC Tooth

Mousse™) o goma de mascar (Recaldent™, Trident™).

Los péptidos bioactivos derivados de alimentos también tienen un enorme
potencial como ingredientes de productos farmacéuticos. Por ejemplo, se han
fabricado capsulas que reducen la presion arterial que contienen Oligopéptidos de
Katsuobushi (Leu-Lys-Pro-Asn-Met) tratado con termolisina de Bonito seco (peces
de la familia del atun), que es convertido en su forma activa (Leu-Lys-Pro) por
enzimas digestivas (Vasotensin 120T™ por Metagenics, USA; PeptACE™,

Peptides 90 por Natural Factors, USA) (Hartmann y Meisel, 2007).
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Nombre del Fabricante Tipo de alimento Péptidos bioactivos Propiedades
producto saludables
Calpis AMEEL S, CalpisCo,Japon Leche agria VPP, IPP (B-CN y x-CN) Hipotensor
Calpico
Evolus Valio, Finlandia Leche fermentada VPP, IPP (8-CNy x-CN)
enriquecida en calcio
Biozate Davisco, USA Hidrolizado de B-LG Péptidos de suero de leche
C12 Peption DMV, Paises Ingrediente Dodecapéptido derivada de
bajos caseina
FFVAPFPEVFGK
Peptide Soup NIPPON, Jap6n Sopa Péptidos derivado de
Bonito
Casein DP Peptio Kanebo, Japén Bebida sin alcohol Dodecapéptido derivada de
Drink caseina
FFVAPFPEVFGK
BioPURE-GMP Davisco, USA Hidrolizado de Glicomacropéptido Anticariogénica,
proteina de suero de Antimicrobiano,
leche Antitromboético
CholesteBlock Kyowa Hakko, Bebida en polvo Péptidos de soya unidos a Hipocolesterolémica
CSPHP Japon fosfolipidos
ProDiet F200 Ingredia, Francia  Bebida de leche, g-CN (F91-100)® Reduce el estrés
Confiteria YLGYLEQLLR
Capolac Arla Foods, Ingrediente CPP Absorcion de minerales
Dinamarca
Tekkotsu Inryou Suntory, Japon Bebida sin alcohol CPP
Kotsu Kotsu Calcium  Asahi, Japén Bebida sin alcohol CPP
CE90CPP DMV, Paises Ingrediente CPP (20%)
bajos
Glutamin peptide DMV, Paises Hidrolizado de Péptidos ricos en glutamina  Inmunomodulador
WGESO0GPA bajos proteina de la leche
WGESOGPN en seco
WGES80GPU

Tabla 11. Hartmann y Meisel, 2007. Ejemplos de ingredientes de

funcionales disponibles en el mercado que llevan péptidos bioactivos.

®f, fragmento.
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1.2 PEPTIDOS BIOACTIVOS.

Los péptidos bioactivos son secuencias de aminoacidos de pequeio
tamano, entre 2 y 15 residuos, inactivas dentro de la proteina intacta pero que
pueden ser liberados durante la digestiéon del alimento en el organismo del
individuo o por un proceso de hidrélisis enzimatica y ejercer diversas funciones
(Vioque y cols., 2000).

Generalmente, se utilizan tres estrategias para identificar y caracterizar a

los péptidos con actividad bioldgica:

1. Aislamiento a partir de la digestién enzimatica in vitro de proteinas.

2. Aislamiento a partir de la digestion gastrointestinal in vivo de proteinas.

3. Sintesis quimica basada en disefios combinatorios de una biblioteca de
péptidos que presentan una estructura idéntica y de los cuales se conoce
su bioactividad (Meisel, 2001).

En la actualidad, el valor nutricional y funcional de una proteina es determinado no
unicamente por la composicion total de aminoacidos y por su digestibilidad sino
también por la presencia de péptidos bioactivos en su secuencia (Pedroche y cols.,
2002).

1.2.1 De los alimentos.

Muchos de los péptidos de origen vegetal y animal con potencial bioactivo
se han descubierto, hasta ahora la mayoria aislados de los productos lacteos.
Candidatos de proteinas que contienen estas actividades biologicas latentes se
encuentran en la leche, huevos, carne y pescado, asi como en diferentes

proteinas vegetales como la soya y el trigo [Tabla 12].
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Efecto Origen Proteina(s) encriptada Nombre/Comentarios/Secuencia
Inhibidor de la Soya Proteina de soya NWGPLV
ECA/Hipotensores Pescado Proteina de musculo LKP, IKP, LRP (derivado de sardina, bonito,
atun, calamar)
Carne Proteina de musculo IKW, LKP
Leche o-LA, B-LG Lactoquininas (WLAHK, LRP, LKP)
o-CN, B-CN, k-CN Casoquininas (FFVAP, FALPQY, VPP)
Huevo Ovotransferrina KVREGTTY
Ovoalblmina Ovoquinina (FRADHPPL)
Ovoquinina (2-7) (KVREGTTY)
Trigo Gliadina de trigo IAP
Brocoli Proteina vegetal YPK
Inmunomoduladores Arroz Albumina de arroz Oryzatensin (GYPMYPLR)
Huevo Ovoalbumina Péptidos no especificados
Leche a-CN, B-CN, k-CN, Inmunopéptidos (asi-inmunocasoquininas)
o-LA (TTMPLW)
Trigo Gluten de trigo Inmunopéptidos
Citomoduladores Leche a-CN, B-CN a-Casomorfina (HIQKED(V)), B-Casomorfina-7
(YPFPGPI)
Agonistas opiaceos Trigo Gluten de trigo Gluten-exorfina A4, A5 (GYYPT), B4,B5y
Leche a-LA, B-LG C(YPISL)
a-CN, B-CN a-Lactorfinas, B-Lactorfinas
Casomorfinas
Lactoferroxinas
Antagonistas opiaceos  Leche Lactoferrina Casoxinas
Antimicrobianos Huevo Ovotransferrina OTAP-92(f109-200)°
Lisozima Péptidos no especificados
Leche Lactoferrina Lactoferricina
a-CN, B-CN, k-CN Casecidinas, Isracidina, Kappacina
Antitromboticos Leche k-CN (glicomacropéptido) «-CN (f106-116)?, Casoplatelinas
Transportadores de Leche a-CN, B-CN Caseinofosfopéptidos
iones/Anticariogénico
Hipocolesterolémico Soya Glicina LPYPR
Leche B-LG [IAEK
Antioxidantes Pescado  Musculo de sardina MY
Trigo Proteina de germen de Péptidos no especificados
trigo MHIRL, YVEEL, WYSLAMAASDI
Leche o-LA, B-LG

Tabla 12. Hartmann y Meisel, 2007. Ejemplos de péptidos bioactivos derivados de

los alimentos.

CN, caseina; LA, lactoalbumina; LG, lactoglobulina.

°, fragmento.

13



Silva-Sanchez y cols. (2008), reportaron informacién sobre el potencial
de los péptidos bioactivos de las proteinas de amaranto. Hubo 36 secuencias de
proteinas de las semillas de amaranto reportados en la base de datos

(www.ncbi.nlm.nih.gov). Estas secuencias se han probado para todos los 1573

péptidos activos reportados por BIOPEP (base de datos de secuencias de
proteinas, péptidos bioactivos, proteinas alergénicas con sus epitopos y péptidos

sensoriales con sus residuos de aminoacidos) (www.uwm.edu.pl/biochemia) con

39 actividades diferentes. En la figura 2. Se presenta informacidn sobre el

potencial de los péptidos bioactivos de las proteinas del amaranto.

B a sntihipertensivo
0 b I dela proteasa
[J € Opiode

Frecuencia de ocurrencia

[0 d A. de ubiquitina

1 © Regulador

@ f Inmunomodulador
0 9 Antitrombético

@ h Antioxidante

@ i Ligando

B j Inmunoestimulador

[0 k Embriotoxico

Figura 2. Perfiles predichos de péptidos de las proteinas de amaranto con

actividades bioldgicas. Tomado de Silva-Sanchez y cols., 2008.
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Los péptidos activos se encuentran en las proteinas del amaranto con 12
actividades principales: antiamnésico (poderoso proceso de consolidacion de la
memoria en el sistema nervioso central), antitrombético (como potencial
anticoagulante vy fibrinolitico del plasma sanguineo), inmunomoduladores (actuan
como inmunopotenciadores), opioides (actuan como analgésicos potentes),
reguladores e inmunoestimulantes, (estimular a las células fagociticas implicadas
en la defensa del organismo contra la infeccion), antioxidante (ofrecen proteccion
contra la peroxidacion de las células), ligando (actuan en el sistema de transporte
de oligopéptidos), activacion de la proteodlisis mediada por la ubiquitina o AUMP
(ubiquitinacién de proteinas), embriotoxicos (muestra actividad embriotdxica),
inhibidor de Ila proteasa (inhibidor de la dipeptidil-aminopeptidasa V) vy

antihipertensivos (inhibidor de la enzima convertidora de angiotensina ).

Ademas, poseen actividad de neuropéptido (mostré actividad
antinociceptiva), anoréxico (inhibidor de la secrecién de insulina) y antiinflamatorio
(inhibidor de la enzima ciclooxigenasa). En la tabla 13 se presenta informacion
sobre el perfil de algunas de las actividades de los péptidos bioactivos de las

proteinas del amaranto.

15



Actividad

La frecuencia

de ocurrencia

Secuencias con actividad biolégica

Inhibidor de la

proteasa

Antihipertensivo

Activacion de la
protedlisis  mediada
por la ubiquitina
Regulacion
Antitrombotica
Antiamnésico
Opioides
Inmunomoduladores
Antioxidantes
Ligando
Neuropéptido
Inmunoestimulante

Embriotdxicos

Antiinflamatorios

0.0805

0.0566

0.0183

0.0123
0.0095
0.0093
0.0062
0.0037
0.0036
0.0026
0.0010
0.0009
0.0005
0.0004
0.0002

AP, FA, FP, GP, GPRI, GQ, HA, IPI, KA, LA, LL,
LP, MA, MP, PA, PP, PPLP, PPPA, VA, VP,
VPL, VW

AAP, AIP, ALPP, AVP, AY, FNQ, FP, FQP, FY,
GGY, GKP, GRP, GY, HIR, HY, IKP, ILP, IR,
IRA, Y, LAA, LAMA, LAY, LF, LLP, LNP, LPP,
Lw, LY, MF, MY, PLP, PQR, PR, PRY, RF,
RL*, RYTAP, VAA, VAP, VAY, VF VLP, VPP,
VRP, VSP, VW, VY, VYP, YG, YGGY, YL, YP
LA, RA, WA

DY, GFL, GLY, GP, LGY, PG, PGP
PPG, PG, GP

PPG, PG, GP

NAGA, GYY, PLG, YG, YL, YPF
FAE, GFL, KRP, TKPR, YG, YGG
HH, HL, LH, LHH

KK

KPS

KEEAE, LGY, LLY

RGD

PGP

DTEAR

Tabla 13. Silva-Sanchez y cols., 2008. Biopéptidos identificados en la digestion de

tripsina de la fraccion de gluteina del amaranto.
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Existen limitados trabajos que indican la presencia de péptidos bioactivos

encriptados en las proteinas del amaranto. Se utilizaron principalmente métodos

enzimaticos para producir la hidrolisis de las proteinas y se observo que la accién

de la alcalasa y la tripsina sobre los aislados proteicos del amaranto permitieron

obtener péptidos con potencial actividad biologica (Orozco-Condori y cols., 2014)

[Tabla 14].
Actividad Origen Condicién Péptido/AAP ICso/Actividad Referencia
Anticanceroso ~ Amaranthus Hidrolisis  con Lunasin 3.0ug/g de Silva-Sanchez,
hypochondriacus: tripsina: (18.5kDa) proteina extraida 2008
Glutelina 14 horas
Inhibidor de la  Amaranthus Hidrolisis  con A: 0.55 kDa A Tovar-Pérez,
ECAI hypochondriacus: alcalasa: G: 0.4 kDa 0.35+0.02mg/ml 2009
Albumina 1 (A) A: 18 horas G:
Globulina (G) G: 15 horas 0.15+0.03mg/ml
Antitumoral Amaranthus Hidrolisis  con (<3 kDa) 1.0+0.05mg/ml Barrio y AfoN,
mantegazzianus: alcalasa: 2009
MPI 4 horas
Antioxidante Amaranthus Hidrolisis  con (<0.5 kDa) Alb: 35.6ug Tironi y Afodn,
mantegazzianus: alcalasa: Glob: 45.8ug 2010
Albumina (Alb) 4 horas GlobP: 16.5ug
Globulina (Glob) Glut: 22.4 g
GlobulinaP (GlobP)
Glutelina (Glut)
Inhibidor de la  Amaranthus Hidrolisis con STHASGFFFFHPT  1.1mg/ml Velarde-
DPP IV hypochondriacus: tripsina: (<10 kDa) Salcedo, 2013
Globulina 11S 14 horas

Tabla 14. Péptidos bioactivos aislados recientemente del amaranto.

AAP = Perfil de aminoacidos; ICso = Concentracion que causa el 50% de inhibicion; ECA |

= Enzima convertidora de angiotensina |; MPI = Aislado proteico A. mantegazzianus; DPP

IV = Dipeptidil peptidasa IV.
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1.2.3 Péptidos Antitrombaoticos
Se han descubierto ciertas similitudes entre la coagulacién de la leche y de
la sangre (Fiat y cols., 1993), asi como la homologia en las secuencias entre la
cadena-y del fibrindgeno y k--caseina o su glicomacropéptido (GMP). De hecho, se
plantea la hipotesis de que la cadena-y del fibrinbgeno y de la k--caseina pueden
haber evolucionado a partir de un antepasado comun durante los ultimos 450

millones de afos (Jollés y cols., 1978).

Existen similitudes estructurales y funcionales entre el dodecapéptido C-
terminal de la cadena-y del fibrinégeno (400-411) y varios péptidos de la k-caseina
bovina (106-116), que se denominan casoplatelinas [Tabla 15]. Asimismo, existen
similitudes entre el tetrapéptido (RGDX) de la cadena-y del fibrinbgeno (572-575)
y el tetrapéptido (KRDS) de la lactoferrina humana (39-42), que estan implicados

en la union a los receptores plaquetarios (Rutherfurd y cols., 2000).

cadena-y del Fibrin6geno K-caseina Bovina

“0OHHLGGAKQAGDV*"
198\AIPPKKQ-DK''®
189 KPLKANQQF "’

Tabla 15. Rutherfurd y cols., 2000. Comparacion de secuencias de aminoacidos

de fibrindbgeno y un péptido de la k--caseina bovina.

La actividad antitromboética se debe a las acciones de escision del
fibrindgeno por la enzima trombina en la coagulacion de la sangre y la escision de
la k-caseina por la enzima quimosina en la coagulacion de la leche, es decir,
también poseen semejanza. Tanto los procesos de la coagulacion de la sangre y
de la leche implican protedlisis limitada; la trombina escinde dos enlaces R-G para
producir fibrina y fibrinopéptidos, mientras la quimosina escinde un unico enlace
F105-M106 para formar para-k-caseina (f1-105) y GMP (f106-169).
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Los péptidos cortos solubles (fibrinopéptidos y caseinoglicopéptidos) se
liberan durante tanto en los procesos de coagulacidn de la sangre y la leche. Los
péptidos liberados son muy variables en secuencia, sin embargo, mantienen una
carga neta negativa y tampoco contiene residuos de cisteina y triptéfano. Los
grupos g-amino de la lisina parecen estar implicados en la polimerizacion tanto de
la fibrina como de la caseina y el calcio es importante en ambos procesos, acelera
la segunda fase de la agregacion de mondmeros de fibrina y de la coagulacion de
la leche. Los grupos protésicos de carbohidratos no juegan un papel importante en
los procesos de coagulacion, sin embargo, retardan la velocidad de accion de la

trombina y la quimosina (Rutherfurd y cols., 2000).

Los principales péptidos antitrombéticos de la k-caseina son casoplatelinas
derivados el extremo C-terminal (Jollés y cols., 1986), son los correspondientes a
la secuencia de aminoacidos Met-Ala-lle-Pro-Pro-Lys-Lys-Asn-Glu-Asp-Lys,
correspondientes a los aminoacidos 106-116. También poseen actividad los
fragmentos menores 106-112, 112-116 y 113-116 (Bauhallab y cols., 1992). Los
residuos lleips, LYyS112 Y ASpiis parecen ser importantes en el efecto inhibidor que
es debido a la competencia entre los péptidos y la cadena y por el receptor de la
plaqueta (Fiat y cols., 1989). Por lo cual, presentan actividad inhibidora de la
agregacion de plaquetas, asi como de la union de la cadena y del fibrinogeno

humano a receptores especificos de la plaqueta (Jollés y cols., 1986).

Los péptidos antitrombaéticos de la lactoferrina son tetrapéptidos (KRDS),
son los correspondientes a la secuencia de aminoacidos Lys-Arg-Asp-Ser,
correspondientes a los aminoacidos 39-42 parecen ser importantes en el efecto
inhibidor que es debido a otro mecanismo de accion, inhibe de manera dosis-
dependiente, la agregacion plaquetaria inducida por el difosfato de adenosina
(ADP), debido a que es un inhibidor de la liberacion de serotonina por un
mecanismo independiente de la fosforilacidn de proteinas y un inhibidor de la

union del fibrinégeno (Mazoyer y cols., 1990).
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La actividad antitromboética no depende del tamafo del péptido, pero si

puede influir en el mecanismo de inhibicion (Ciprandiy cols., 2006).

Existen una gran evidencia de que las proteinas de la leche contienen a

través de la digestion son la fuente de una serie de péptidos antitrombaéticos

activos. Se han observado, que varios péptidos derivados  y k-caseina y

lactoferrina han demostrado ser inhibidores de la agregacion plaquetaria y para

mostrar actividad antitrombaética (Rutherfurd y cols., 2000) [Tabla 16].

Proteina Actividad Secuencia Posicion en la cadena de la
antitrombaotica proteina
B-caseina A= 0.029 PG [9-10], [63,64]
PGP [63-65]
GP [64-65], [199-200], [203-204]
K-caseina A=0.024 MAIPPK [106-111]
MAIPPKK [106-112]
MAIPPKKNQDK [106-116]
NQDK [113-113]
Lactoferrina A= 0.056 PG [293-294], [493-494]
GP [351-352]

Tabla 16. Dziuba y cols., 2009. Perfil de actividad antitrombdtica potencial de

proteinas de la leche.

Actualmente, muchos de los péptidos antitrombdticos con potencial

bioactivo de origen vegetal y animal, se han descubierto, hasta ahora la mayoria

aislados de los productos lacteos. Candidatos de proteinas que contienen estas

actividades biolégicas se encuentran en la leche, huevos, asi como en diferentes

proteinas vegetales y frutas como el frijol, la colza, las uvas [Tabla 17].
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Actividad Origen Condicién Método Péptido/AAP ICs /IA IER  Referencia
Anticoagulante  Soful, Yakult™ Fermentacion: Inhibicion de la F5 “34.8 +14.3% Dominguez Gonzalez,
Caseina L. casei Shirota 48h fibrina F6 °59.3+152% 2014
Hidrdlisis: Zhang el al,
Pepsina 90min 2008
Tripsina 240mim
Antiplaquetario  Granos de frijol lima Hidrdlisis: Agregacion Hidrolisis 12.4% ®88% Cérdova Lizama,
Pepsina 10min plaquetaria HPL (4.5mg/ml) 2013
Miyashita et al.,
1999
Anticoagulante  Soful, Yakult™ Fermentacion: Inhibicion de la  P7 (FOB) 4.6 % (ug ml '1) Rojas Ronquillo,
Caseina L. casei Shirota 36h  fibrina YQEPVLGPVRG 2012
Hidrdlisis: Zhang el al, PFPIIV
Pepsina 90min 2008 (fragmento  193-
Tripsina 240mim 209, B - caseina)
PM = 1.88 KDa
Anticoagulante  Semilla de colza Hidrolisis: Inhibicion de la CRPs (40mg/mL) ®~90% Zhang,
Peptinasa, fibrina RP25 (50mg/mL) 5.90% 2008
Celulosa, Yang et al, RP55(50mg/mL) 5.90%
B-Gluconasa 4h 2007
Alcalasa 3h
Extraccion acuosa:
Etanol 25% y 55%
Anticoagulante  Clara de huevo en Hidrdlisis: Inhibicion de la  A: Hidrolisis 20% 11.04+£0.21% Yang,
polvo Alcalasa 15min fibrina PM = 3-411Da (ATU/g pro) 2007
N-proteasa 15min Yang et al, N:Hidrolisis 15% 19.88+0.48%
2007 PM = 2-407 Da (ATU/g pro)
Antiplaquetario  Semilla y piel de la  Extraccion: Agregacion GSD (100mg/L) ®45+3.6% Vitseva,
uva DMSO plaquetaria GSK (500mg/L ©27+7.2% 2005
Flavonoides Miyashita et al.,

1999

Tabla 17. Péptidos antitrombdticos aislados recientemente de los alimentos.

ICs9 = Concentracion que causa el 50% de inhibicion; ®|A = Actividad de inhibicién %; °IER = indice

de eficiencia de inhibicion %; CRPs

Péptidos de colza crudo; RP 25 y 55 = Fracciones de

péptidos; A: Alcalasa; N: N-proteasa; DMSO: 3 dimetil sulféxido; GSD: Extracto se semilla de uva;

GSK: Extracto de piel de la uva; HPL: Hidrolizado de Phaseolus lunatus.
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1.3 HEMOSTASIA.
La hemostasia es el mecanismo fisiolégico finamente regulado que
mantiene la fluidez de la sangre, repara las lesiones vasculares y limita la pérdida
de sangre de forma simultanea al evitar la oclusion de un vaso sanguineo

(trombosis) y la perfusion inadecuada de los 6rganos vitales (Katzung, 2013).

La secuencia general de eventos en la hemostasia en el lugar de la lesion

vascular se muestra en las Figuras 3-6.

1.3.1 Vasoconstriccion.

Tras la lesion endotelial inicial, hay un breve periodo de vasoconstriccion
arteriolar, atribuido a mecanismos de reflejo neurégeno y aumentado por la
liberacién de endotelina (un potente vasoconstrictor derivado del endotelio). Sin
embargo, el efecto es transitorio y el sangrado continuaria de no ser por la

activacion de las plaquetas y de los sistemas de coagulacion (Bick y cols., 1994)

[Figura 3].

Endotelio Membrana basal Musculo liso arteriolar

— e e —
ey

La liberacidén de endotelina  Reflejo de MEC (colageno)
causa vasoconstriccion vasoconstriccion

Figura 3. Representacion grafica del proceso de vasoconstriccion normal. Tomado
de Kumar, 2010.
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1.3.2 Hemostasia primaria.

La lesidn endotelial expone la matriz extracelular (MEC) endotelial
trombdgena, que permite a las plaquetas adherirse y quedar activadas (sufrir un
cambio de forma y liberar granulos secretores (ADP, TXA;). En minutos, los
productos secretados han reclutado plaquetas adicionales (agregacion) para

formar un tapon hemostatico (Schrier y cols., 1999) [Figura 4].

@'Ltberacwn

de 'gkériuldé . Agreg

> acion

» (tapl\()n

hemostatico)
A

Membrana
basal

Figura 4. Representacion grafica del proceso de hemostasia primaria normal.
Tomado de Kumar, 2010.

1.3.3 Hemostasia secundaria.

El factor tisular (un factor procoagulante unido a la membrana, sintetizado
por el endotelio) también queda expuesto en el lugar de la lesidon. Actua en
conjuncién con los factores secretados por las plaquetas para activar la cascada
de la coagulacion, culminando con la activacién de la trombina. A su vez, la
trombina convierte el fibrinogeno soluble circulante en fibrina insoluble,
produciendo la deposicion local de fibrina. La trombina también induce el
reclutamiento adicional de plaquetas y la liberacion de granulos. Esta secuencia,

lleva mas tiempo que el tapon plaquetario inicial (Bick y cols., 1994) [Figura 5].
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N
Fibrina
Figura 5. Representacion grafica del proceso de hemostasia secundaria normal.
Tomado de Kumar 2010.

1.3.4 Trombo y acontecimientos antitrombéticos.

La fibrina polimerizada y los agregados plaquetarios forman un tapon
permanente, solido, para evitar cualquier hemorragia adicional. En esta etapa, los
mecanismos contrareguladores (el factor activador de plasmindégeno [t-PA]
<fibrindlisis> y la trombomodulina <bloquea la cascada de la coagulacion>) se
ponen en movimiento para limitar el tapon hemostatico en el lugar de la lesion

(Schrier y cols., 1999) [Figura 6].

Figura 6. Representacion grafica del proceso de formacion del trombo y sus

acontecimientos antitromboticos normales. Tomado de Kumar, 2010.
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Tanto la hemostasia como la trombosis estan reguladas por tres
componentes generales: la pared vascular, las plaquetas y la cascada de la

coagulaciéon (Kumar, 2010).

1.3.5 Endotelio.
Las células endoteliales modulan diversos aspectos de la hemostasia normal.
El endotelio puede quedar activado por agentes infecciosos, factores hemodinamicos,
mediadores plasmaticos y por citocinas. El equilibrio entre las actividades endoteliales
antitromboticas y protromboticas determina, de forma critica, el que ocurra la

formacion del trombo, su propagacion o disolucién (Michiels, 2003).

1.3.5.1 Propiedades antitrombéticas.
Las células endoteliales mantienen un flujo sanguineo liquido por las
propiedades antiplaquetarias, anticoagulantes y fibrinoliticas (Martinez-Murillo, 2008)
[Tabla 18].

Efecto Molécula Funcioén

Antiplaquetarios PG, OAMPc. Bloquea Ila activacion  plaquearia.

OVasodilatador local.

NO OGMPc. Inhibe adhesién, agregacion plaquetaria.
OVasodilatador local.
ADPasa Degrada ADP. Inhibe la agregacioén plaquetaria.
Anticoagulantes Heparina Cofactor de la Antitrombina Ill. Inactiva la Trombina

y los Factores Xa, IXa.

Trombomodulina Se une a la Trombina para activar a la Proteina C.

Proteina C Escision proteolitica de los Factores Vay Vllla.
Proteina S Cofactor de la Proteina C.
IFA Inactiva los Factores Vlla y Xa.
Fibrinoliticos t-PA Elimina los depdsitos de Fibrina de las superficies
endoteliales.

Tabla 18. Martinez-Murillo, 2008. Moléculas antitromboéticas del endotelio vascular.

PGl,= Prostaciclina endotelial; NO= Oxido nitrico; IFT= Inhibidor del factor tisular; t-PA= Activador

del plasminogeno tisular.
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1.3.5.2 Propiedades protrombadticas.
Las células endoteliales tras la lesion o activacion muestran propiedades

plaquetarias, procoagulantes y antibribrinoliticas (Martinez-Murillo, 2008) [Tabla 19].

Efecto Molécula Funcion
Plaquetarios vWF Cofactor para la unién de las Plaquetas al Colageno.
Procoagulantes Endotoxina Induce la sintesis del Factor tisular (activa la via
bacteriana extrinseca de la cascada de la coagulacion).
TNF, IL-1
Antifibrinoliticos  IAP Disminuye la capacidad fibrinolitica.

Tabla 19. Martinez-Murillo, 2008. Moléculas protrombéticas del endotelio vascular.
VWF= Factor de von Willebrand; TNF= Factor de necrosis tumoral; IL-1= Interlucina 1; IAP=

Inhibidor del activador de plasminogeno tisular.

Las células endoteliales intactas sirven principalmente para inhibir la
adhesion plaquetaria y la formacion del coagulo sanguineo. Sin embargo, la lesion
o activacion de las células endoteliales produce un fenotipo procoagulante que

aumenta la formacion local de trombo (Kumar, 2010) [Figura 7].

FAVORECEN LA TROMBOSIS INHIBEN LA TROMBOSIS

I Inactiva la trombina y los factores Xa y IXa

Secuencia de A
coagulacién extrinseca ! Protedlisis de los

factores Va y Vilia
\ fibrinolitica

Exposicién del Trambing Inactiva los fact il hiben | i6 ?
factor tisular unido ,CS : g Gadagioe - nbbeaBagmgacion:
el > (\’\_\_} tisulares Vlla y Xa i Plaquetaria
A

Proteina C activa <—K Proteina ¢|  Cascada

Adhesion plaquetaria:
mantenidas juntas
por el fibrinégeno ™ Y

Antitrombina Ill 3 Trombina

A

)

1

' @ PGly, ON y
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; > \/ﬁ \adenosmdlfosfato
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Efectos
endoteliales

) %‘mﬂ”@@ Trombomodulina Molécula de
Colageno tipo heparina
Via del inhibidor del factor tisular

Receptor Endotelio

de trombina

Figura 7. llustracion esquematica de las actividades procoagulantes vy

anticoagulantes de las células endoteliales. Tomado de Kumar, 2010.
26



1.3.6 Plaquetas.
Las plagquetas desempenan diversos aspectos de la hemostasia normal.
Tras la lesion vascular, las plaquetas se encuentran con elementos de la matriz
extracelular (MEC); estos incluyen el colageno, los proteoglucanos, la fibronectina
y glucoproteinas adhesivas. Al contacto con la MEC, las plaquetas sufren tres

reacciones generales:

1.3.6.1 Adhesion.
La adhesion plaquetaria a la matriz extracelular esta mediada por
interacciones con el VWF, que actua como un puente entre los receptores de la
superficie plaquetaria (glucoproteina Ib-Factores V y IX) y con el colageno

expuesto (Heemskerk y cols., 2002) [Figura 8].

Deficiencia:
sindrome de
Bernard-Soulier

Deficiencia: | G?)Ib
trombastenia
de Glanzmann

Endotelio

induce cambio /% \
conformacional (&

Factor von
Willebrandl

Deficiencia:
enfermedad |
von Willebrand |

Subendotelio

Figura 8. llustracion esquematica de la adhesion y agregacion plaquetaria.
Tomado de Kumar, 2010.
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1.3.6.2 Secrecion.

La secrecion de los contenidos de los granulos se inicia con la unién de los
agonistas de los receptores de la superficie plaquetaria seguido de una cascada
de fosforilacidn de las proteinas intracelulares. La liberaciéon de los contenidos de
los granulos 8, puesto que se necesita calcio en la cascada de la coagulaciéon y
ADP en la agregacién plaquetaria. Finalmente, la activacion plaquetaria conlleva la
expresion en la superficie de los complejos fosfolipidicos que proporcionan los
lugares de union para el calcio y los factores de la coagulacion en la via intrinseca
(Martinez-Murillo y cols., 2001) [Tabla 20].

Granulos a Granulos & Lisosomas

PAF ATP B-Glucorunidasa
FvwW ADP Fosfatasa acida
IAP-1 Calcio Catepsina
PDGF Serotonina

CAPM

TGF-B

CTAP-lII

Gp lIb/llla

PDECGF

Proteina S

P-Selectina

Inhibidor C1

Fibrinégeno

Fibronectina

Vibronectina

FV, EXI EXIII

Trombospondina

B-Tromboglobulina

Factor plaquetario 4

Tabla 20. Martinez-Murillo y Quintana-Gonzalez, 2001. Productos liberados por plaquetas.
PAF = Factor activador de plaquetas; FvW = Factor de von Willebrand; IAP-1 = Inhibidor del activador de
plasmindgeno tisular 1; PDGF = Factor de crecimiento derivado de plaquetas; CAPM = Cininégeno de alto
peso molecular; TGF-B = Factor de crecimiento transformante beta; CTAP-IIl = Péptido activador de tejido

conectivo Ill; PDECGF = Factor de crecimiento endotelial derivado de plaquetas.
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1.3.6.3 Agregacion.

Ademas, el tromboxano A, secretado por las plaquetas, es un estimulo
para la agregacion plaquetaria. EI ADP y el TxA, establecen una reaccidn
catalitica que conlleva la formacion del tapon hemostatico primario, que es
reversible, pero con la activacion de la cascada de la coagulacién se genera
trombina (se une al receptor de la superficie plaquetaria o PAR), junto con el ADP
y el TxA,, produce una agregacion adicional [Tabla 21]. Al mismo tiempo la
trombina convierte el fibrinbgeno en fibrina, el fibrinbgeno no degradado también
es un cofactor en la agregacion plaquetaria. La activacion de las plaquetas por el
ADP induce un cambio conformacional de los receptores Gpllb-llla de la superficie
plaquetaria para que puedan unir fibrinogeno, de esta forma, actua conectando
multiples plaquetas para formar grandes agregados (Martinez-Murillo y cols.,
2001) [Figura 8].

Agonista* Receptor
Trombina GpV
Tromboxano A, Receptor TXA,
Epinefrina Receptor a,-Adrenérgico
PAF Receptor PAF
Vasopresina Receptor V1
ADP Gp lIb/llla
Colagena Gp lallla, IV

Tabla 21. Martinez-Murillo y Quintana-Gonzalez, 2001. Agonistas plaquetarios.

*Sustancias que permiten la activacion interna a las plaquetas.

1.3.7 Cascada de la coagulacién.

La cascada de la coagulacion es una seria de conversiones enzimaticas,
que vuelven proenzimas inactivas en enzimas activas y en la formacién de la
trombina. Posteriormente, la trombina convierte la proteina plasmatica soluble
(fibrinbgeno) en la proteina fibrosa insoluble (fibrina) (Martinez-Murillo, 2006)
[Tabla 22].
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Factor Sinénimo Vida Concentracion  Cromosoma
media plasmatica
(h) (ng/mL)
Fl Fibrinogeno 72-120 2000-4000 4
Fll Protrombina 60-70 100-150 11
FV Proacelerina, Factor labil 12-16 5-10 1
FVI Noasignado e e e
FVII Proconvertina, Autoprotrombina | 3-6 0-5 13
FVII Factor antihemofilico A, Globulina 8-12 0-1
antihemofilica
FIX Factor de Christmas, Componente 18-24 4-5 X
tromboplastinico del plasma, Autoprotrombina
I, Factor antihemofilico B
FX Factor de Stuart-Prower, Trombocinasa, 30-40 8-10 13
Autoprotrombina lll
FXI Antecedente tromboolastinico del plasma 52 5 4
FXII Factor de Hageman 60 30 5
FXII Factor  estabilizante de la fibrina, 4-8 10 1y6
Protransglutamidasa, Fibrinasa, Fibrinoligasa
FT Factor tisular e e e
Precalicreina  Factor de Fletcher 35 30-50
CAPM Factor de Fitzgerald-Williams-Flaujeauc 150 70-90

Tabla 22. Martinez-Murillo, 2006. Caracteristicas generales de los factores de la

coagulacion.

CAPM = Cinindgeno de alto peso molecular

Cada reaccion de la via proviene del ensamblaje de un complejo compuesto

por: un sustrato (proenzima del factor de coagulacién), un cofactor (acelerador de

la reaccion), una enzima (factor de la coagulacién activado), estos componentes

se ensamblan en un complejo fosfolipidico y quedan unidos por iones calcio. Por

lo tanto, la formacion del coagulo tiende a permanecer localizada en los lugares

donde pueda ocurrir tal ensamblaje (sobre la superficie de la plaqueta o el

endotelio activado) (Kumar, 2010) [Figura 9].
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Factor de coagulacion
activo (enzima)

Factor de coagulacién

Superficie R
inactivo (sustrato)

fosfolipidica

Cofactor Vllla

lones Ca2+

Factor X activado (Xa)

Cofactor Va

Figura 9. llustraciéon esquematica del complejo de reaccion inicial. Tomado de Kumar, 2010.

El modelo de la cascada de la coagulacién se ha dividido en las vias

intrinseca e extrinseca, convergiendo en la via comun donde se activa el factor X.

1.3.7.1 Viaintrinseca.

Puede iniciarse in vitro mediante la activaciéon del Factor de Hageman
(FXII). Es decir, inicia la coagulacion, con el dano vascular y la interaccion de
superficies cargadas negativamente con tres proteinas plasmaticas: Factor de
Hageman (FXIl), Precalicreina (PK) y Cinindbgeno de alto peso molecular (CAPM)
(Hoffman y cols., 2001) [Figura 10].

1.3.7.2 Via extrinseca.
Puede iniciarse in vitro mediante la activacion del Factor tisular (FT). En decir
inicia la coagulacion, con una lipoproteina celular expuesta en los de lesion tisular con
dos proteinas plasmaticas, el ultimo de origen extrinseco a la circulacion sanguinea:

Proconvertina (FVII) y Factor tisular (FT) (Hoffman y cols., 2001) [Figura 10].
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1.3.7.3 Viacomun.
Ambas vias de la cascada de la coagulacion podrian activar al Factor X
(FX), que junto al con el Factor V (FV) activa a la Protrombina (FII) en Trombina
(Flla) y subsecuentemente la formacién de un coagulo de fibrina. Esto se sigue de
la agregacion plaquetaria, que crea una masa fusionada irreversible de plaquetas
constituyendo el tapdn hemostatico secundario definitivo (Hoffman y cols., 2001)
[Figura 10].
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Xll  (Factor Hageman) Dario tisular
Calicreil
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Figura 10. Cascada de la coagulacién. Tomado de Kumar, 2010.
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Una vez activada la cascada de la coagulacién debe quedar restringida al
sitio local de la lesion vascular para evitar la formacién de coagulo en todo el
trayecto vascular. Ademas de la activacion del factor de restriccion en los lugares
de fosfolipidos expuestos, la accion del coagulo también esta regulada por

anticoagulantes naturales (Martinez-Murillo, 2008) [Tabla 23].

Efecto Molécula Funcion
Anticoagulante Antitrombina lll Activacién por la Heparina. Inhibe a la Trombina y a los FIXa,
Xa, Xlay Xlla
Anticoagulante Proteinas Cy S Activacién por la Trombomodulina. Inactiva a los FVa y Vllla
Anticoagulante IFT Forma un completo con FXa y con el FT-FVlla y los inactiva

Tabla 23. Martinez-Murillo, 2008. Moléculas antitromboticas de la cascada de la coagulacion.

IFT= Inhibidor del factor tisular; FT = Factor tisular.

1.3.8 Cascada fibrinolitica.

La cascada fibrinolitica es una serie de zimoégenos, enzimas activas y sus
inhibidores. Normalmente se encuentra en reposo. Se activa y regula para disolver la
fibrina circulante sin lisar el coagulo verdadero depende de la produccién y liberacién
endotelial del Activador tisular de plasmindégeno (t-PA), Inhibidor del activador de
plasminégeno (IAP), de la depuracion del t-PA, de la activacion del Plasminégeno y

de la inhibicion de la activacién y efecto de la Plasmina (Garcia-Chavez, 2007).

La activacién de la fibrindlisis ocurre sobre la membrana celular en donde la
plasmina queda protegida de la inactivacion. La plasmina deriva de la degradacion
enzimatica de su precursor inactivo plasmindgeno (via dependiente del FXII) o por
dos tipos distintos de activadores de plasminégeno. El primero es el Activador de
plasmindégeno de tipo urocinasa (u-PA), capaz de activar al plasminégeno en la
fase liquida. A su vez, la plasmina convierte el precursor inactivo Pro-urocinasa en
la molécula activa u-PA. El segundo y fisiolégicamente mas activo (cuando se une a
fibrina), es el Activador de pasmindégeno de tipo tisular (t-PA). La afinidad por la
fibrina hace del t-PA un reactivo que vaya dirigido contra la actividad enzimatica

fibrinolitica de los lugares de formacion reciente del coagulo (Lijnen y cols., 1997).
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El plasmindgeno también puede activarse por el producto bacteriano
Estreptocinasa, que puede tener alguna significacion en ciertas infecciones
bacterianas. Por otra parte, los productos de degradacion de la fibrina (PDF)
resultantes pueden actuar como anticoagulantes débiles. Ademas, cuando la

plasmina se encuentra libre forma rapidamente un complejo con el inhibidor de la

ap-plasmina y se inactiva (Lijnen y cols., 1997).

Las células endoteliales modulan adicionalmente el equilibrio coagulacion-
anticoagulacion mediante la liberacion de inhibidores del activador de
plasminégeno (IAP), estos bloquean la fibrindlisis al inhibir la unién del t-PA a la

fibrina y confieren un efecto procoagulante global (Kumar, 2010) [Figura 11].

ty-antiplasming ‘
@ Complejos o,-antiplasmina/plasmina

Plasmina libre

Inhibidores

del activador

del plasmindgeno
(IAP)

i,
Activador del

plasmindgeno
tisular (tPA)

Trombina Productos de degradacion

Coagulo de lafibrina
/ de fibrina

Plasminégeno Plaquetas Plasmina Endotelio

Figura 11. Cascada fibrinolitica (activadores e inhibidores del plasmindgeno.
Tomado de Kumar, 2010.
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1.4 TROMBOSIS.

La trombosis significa que existe la oclusion de un vaso sanguineo por la
presencia de un coagulo o trombo y esto afecta la circulacion sanguinea, este
puede ser en terreno arterial (trombosis arterial) y/o en terreno venoso (trombosis
venosa) (Martinez-Murillo, 2008).

Un coagulo y un trombo se forman exactamente de la misma manera; sin
embargo, la formacion del coagulo es una respuesta homeostatica normal (evita la
muerte del individuo por hemorragia), mientras que la formacion de un trombo es

una respuesta patoldgica anormal (causa la muerte del individuo por obstruccion).

Inmediatamente después de una lesién vascular, el coagulo se forma sin
ocluir el vaso, ni extenderse a lo largo de su lumen. Ademas, ocurre, se mantiene
en el sitio y tiempo necesario para ser luego reemplazado por tejido conectivo. Asi,
su inicio, crecimiento y mantenimiento estan finalmente regulados en el tiempo y
en el espacio. Visto de esta manera, el trombo es un coagulo que se formo en el
tiempo y en el espacio equivocado, que puede alojarse en venas, arterias,

capilares o las mismas cavidades cardiacas (Garcia-Chavez, 2007).

Ademas, alguna parte del trombo o todo, puede desprenderse para crear un
émbolo que viaja por el torrente sanguineo para quedar alojado en un sitio
distante. En consecuencia, la trombosis y la embolia estan estrechamente
relacionadas, por el término de tromboembolia (Kumar, 2010). La complicacion
potencial de trombosis y embolia, provoca que las células y tejidos irrigados por
ese vaso sanguineo sufran isquemia. Si la isquemia se prolonga se produce una
lesion celular irreversible (necrosis) la cual puede afectar a cualquier érgano
(infarto) (Garcia-Chavez, 2007).

La enfermedad trombdtica, incluyendo la trombosis coronaria, la trombosis
intracraneal, trombosis venosa profunda, la embolia intracraneal y la embolia

pulmonar, pone en peligro la vida humana, en gran medida (Xiong y cols., 2009).
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1.4.1 Epidemiologia.

La trombosis en todas sus manifestaciones clinicas representa la principal
causa de muerte en el mundo entero. Dos de las primeras cuatro causas de
muerte en el mundo, el infarto agudo al miocardio y la enfermedad vascular
cerebral isquémica, tienen un fondo tromboético en el 90% y 66% de los casos,
respectivamente. Este patron se repite exactamente en México (Majluf-Cruz, 2003)
[Tabla 24].

Orden Descripcion Defunciones Tasa */ %
1 Diabetes mellitus 49,855 49.36 11.3
2 Enfermedad isquémica del corazon 45,421 44 .97 10.3
3 Cirrosis/Enfermedades crénicas hepaticas 25,704 25.45 5.8
4 Enfermedad cerebrovascular 25,627 25.40 5.8
5 Afecciones originadas en el periodo perinatal 18,192 18.01 4.1
6 Enfermedad pulmonar obstructiva pulmonar 15,994 15.79 3.6
7 Accidentes de trafico de vehiculo de motor 13,761 13.63 3.1
8 Infecciones respiratorias agudas bajas 13,101 12.97 3.0
9 Nefritis y Nefrosis 10, 477 10.37 24
10 Enfermedad hipertensivas 10,170 10.07 2.3
11 Agresiones (homicidios) 10,165 10.06 2.3
12 Desnutricion calorico-proteica 8,615 8.53 2.0
13 Tumor maligno de traquea, bronquios y pulmon 6,404 6.34 1.5
14 Tumor maligno del estbmago 4,986 4.94 1.1
15 Enfermedades infecciosas intestinales 4,897 4.85 1.1
16 Tumor maligno del cuello del utero 4,501 4.46 1.0
17 VIH/SIDA 4,317 4.27 1.0
18 Uso del alcohol 4,216 417 1.0
19 Tumor maligno del higado 4,203 416 1.0
20 Tumor maligno de la prostata 4,015 3.98 0.9
Causas mal definidas 9,195 9.10 2.1

Las demas 147,208 145.75 334

Total 441,004 430,547 436.63 100.0

Tabla 24. Majluf-Cruz, 2003. Principales causas de mortalidad general, 2001.
Datos nacionales.
'ITasa por 100,000 habitantes
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En relacion con la trombosis venosa, en especial la enfermedad
tromboembdlica venosa (incluye a la trombosis venosa profunda y a la
tromboembolia pulmonar), sabemos que su prevalencia, incrementa de 1/100,000

habitantes desde la nifiez hasta 1/100 habitantes en la vejez (Rosendaal, 1997).

Mas aun, si consideramos que en nuestro pais casi 10% de la poblacion es
diabética y que las complicaciones terminales mas importantes de esta
enfermedad tienen que ver con un fendmeno microtrombaético y macrotrombético,
tendremos mas evidencia aun del gran impacto de la trombosis en nuestro pais
(Majluf-Cruz, 2003).

La trombosis arterial aguda es la causa proxima de la mayoria de los casos
de infarto agudo al miocardio (ataque al corazén) y alrededor del 80% de los
accidentes cerebrovasculares, en conjunto, la causa mas comun de muerte en el
mundo desarrollado. El tromboembolismo venoso es la tercera causa de muerte

cardiovascular asociados (Xiong y cols., 2009).
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1.4.2 Fisiopatologia.

Virchow refiri6 que existian particularmente tres alteraciones que
predisponian a la trombosis venosa: lesion vascular, estasis venosa y estados de
hipercoagulabilidad. Desde entonces se le conoce como “Triada de Virchow” y
sigue siendo vigente al momento actual, puesto que explica la mayoria de los
mecanismos que predisponen al paciente a trombosis (Martinez-Murillo, 2008)
[Figura 12].

| LESION ENDOTELIAL |

P
/7 \\
( TROMBOSIS |

N,
N7 B

FLUJO SANGUINEO | f
| ANORMAL | JHIPERCOAGULABILIDADI

Figura 12. Triada de Virchow en la trombosis. Tomado de Kumar, 2010.

1.4.2.1 Lesion vascular.

La lesién endotelial es un factor dominante en el desarrollo de la trombosis,
la pérdida fisica del endotelio conduce a la exposicion de la matriz extracelular
subendotelial, la adhesion de plaquetas, la liberacion de factor tisular y la
deplecion de PGl, y de t-PA. Por lo tanto, el endotelio disfuncional puede elaborar
mayores cantidades de factores procoagluantes (moléculas de adhesion
plaquetaria, factor tisular, IAP) o puede sintetizar menores cantidades de factores

anticoagulantes (trombomodulina, PGl,, t-PA).
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La lesion endotelial significativa puede ocurrir debidos a fuerzas
hemodindmicas de hipertension, flujo turbulento o endotoxinas bacterianas.
Incluso la homocistinuria, hipercolesterolemia, radiacién, humo del tabaco pueden
iniciar la lesion endotelial. Es decir, cualquier perturbacion en el equilibrio dinamico
de los efectos protromboticos y antitromboéticos del endotelio puede influir en los

eventos locales de formacion del trombo (Pearson y cols., 1997).

1.4.2.2 Estasis venosa.
La estasis venosa es un factor principal en el desarrollo de la trombosis. El
flujo sanguineo normal es laminar de tal manera que las plaquetas fluyen en el
centro de la luz del vaso, separadas del endotelio por una zona de plasma clara

gue se mueve mas lentamente.

Por lo tanto, la estasis y la turbulencia: alteran el flujo laminar y acercan las
plaquetas al contacto con el endotelio; evitando la dilucion de los factores de la
coagulacién activados por la sangre circulante; retrasando el afluencia de
inhibidores de factores de la coagulacién y permiten la formacién de trombo
(Wootton y cols., 1999).

1.4.2.3 Hipercoagulabilidad.

La hipercoagulabilidad contribuye menos frecuentemente, pero, es un
factor importante en el desarrollo de la trombosis. Donde la cascada de la
coagulacion esta alterada. En estos casos se produce un aumento del fibrindgeno,
de los factores de la coagulacion (VII, VI, IX, X) y con deficiencia en los
inhibidores de la coagulacién (proteina C y S, anti-trombina), favoreciendo los

procesos trombdéticos (Martinez-Murillo, 2005).
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1.4.3 Etiologia.

La causa de la tendencia a sufrir una trombosis, fendmeno también llamado
trombofilia (es toda situacion en la que esta latente la posibilidad de que se formen
trombos arteriales o venosos) (Martinez-Murillo y cols., 2000). Puede considerarse un
estado del sistema de coagulacién en el que la hemostasia no esta activa, pero en

el cual la resistencia a la trombosis esta disminuida (Majluf-Cruz, 2007).

Los estados trombofilicos pueden ser hereditarios (la mutacién Leiden del
factor V, la mutacion G20210A de Ila protrombina, la mutacion
metilentetrahidrofolato reductasa responsable de la hiperhomocisteinemia);

adquiridos (cirugia, embarazo, ingesta de anticonceptivos orales).

Pueden ser propios del sistema de coagulacion (trombofilia primaria: el
incremento en la concentracion del factor VIl o la deficiencia de antitrombina), o
bien, pueden ser parte de una enfermedad de otro sistema (trombofilia secundaria:

sindrome de anticuerpos antifosfolipidos, cancer).
Finalmente, ocurren estados trombofilicos agudos (traumatismos,

coagulacién intravascular diseminada, quimioterapia), o estados trombofilicos

cronicos (asociados con cancer, aterosclerosis) (Majluf-Cruz, 2007) [Tabla 25].
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Fisiopatogenia
Hereditarios

Lesién vascular Hiperhomocisteinemia

Estasis venosa

Déficit de t-PA

Disfibrinogenemia

Hipercoagulabilidad

Déficit de proteina C
Déficit de proteina S
Hiperactividad de IAP
Déficit de plasmindgeno
Mutacién del gen del FlI
Déficit de antitrombina 11l

Resistencia a la proteina

C

Etiologia
Adquiridos
Hiperhomocisteinemia
Aterosclerosis, Vasculitis
Materiales protésicos endovasculares
Fibrilacion auricular
Inmovilizacién, Cirugia
Insuficiencia cardiaca congestiva
---Plaquetaria---
Sindrome antifosfolipidico
Sindromes mieloproliferativos
Hemoglobinuria paroxistica nocturna
Purpura trombotica trombocitopénica
Trombocitopenia inducida por heparina
---Humoral---
Sindrome nefrético
Enfermedades inflamatorias intestinales
Infusion de concentrados protrombinicos
Cancer, Coagulacion intravascular diseminada
Anticonceptivos orales, Estrogenos, Embarazo
---0Viscosidad sanguinea---
Paraproteinemias

Policitemia, Drepanocitosis, Hiperleucocitos

Tabla 25. Argente y Alvarez, 2013. Causas de trombofilia.
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1.4.4 Factores de riesgo.

Los factores predisponentes al desarrollo de trombosis son aquellos que

estan relacionados con su etiopatogenia (Martinez-Murillo, 2005).

En toda trombosis, las trombofilias hereditarias y adquiridas interactuan

permanente y dindmicamente en cada individuo. Por esto, en cada paciente debe

individualizarse su factor de riesgo trombaético de acuerdo con todos los factores

predisponentes que participan en la posibilidad de desarrollar trombosis, con la

intencién de establecer la trombo profilaxis pertinente a cada riesgo individual

(Majluf-Cruz, 2007) [Tabla 26].

Trombofilia hereditaria

Trombofilia adquirida (>45 afios)

Deficiencia de proteina S
Deficiencia de proteina C
Deficiencia del factor XiI|
Deficiencia de antitrombina

Deficiencia de plasmindgeno

Deficiencia del inhibidor de la via del factor tisular
Resistencia a la proteina C y factor V Leiden
Mutacion de metilentetrahidrofolato reductasa
Mutacion 20210 del gen de la protrombina

Elevacion de la glicoproteina rica en histidina

Cancer

Obesidad, Aterosclerosis

Embarazo y puerperio

Empleo de hormonales

Insuficiencia cardiaca, Insuficiencia respiratoria,
Ventilacién mecanica

Cirugia, Traumatismo en miembros pélvicos
Inmovilizacién prolongada

Dispositivos intravasculares

Anticoagulante lupico

Aumento de los factores I, VII, VI, fibrinbgeno

y factor de Von Willebrand

Tabla 26. Martinez-Murillo, 2005. Factores de riesgo que predisponen al

desarrollo de trombosis.
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1.4.5 Manifestaciones Clinicas.
Los trombos son significativos porque causan obstruccion de las arterias y
venas, son posibles fuentes de émbolos. La significaciéon de cada uno depende de

donde ocurra el trombo.

Asi mientras, los trombos venosos pueden producir congestion y edema en
los lechos vasculares distales a una obstruccion y embolizar a los pulmones,
produciendo la muerte. Al contrario, los trombos arteriales pueden producir infarto
de miocardio en los lechos vasculares en lugares criticos a una obstruccion y

pueden embolizar, produciendo la muerte (Kumar, 2010).

Por ultimo, cuando se producen el desprendimiento y migracion de un
trombo venoso, éste suele alojarse en una rama arterial pulmonar y ocluirla,
pueden producir tromboembolismo pulmonar (TEP), cuando su magnitud es
suficiente como para reducir la perfusion y generar sintomas se manifiesta por:
dolor toracico o pleuritico (65%), hemoptisis, disnea (22%), shock o pérdida de

conocimiento (8%) (Argente y Alvarez, 2013).

Cuando el vaso ocluido es una arteria sistémica, se originan distintos signos
y sintomas y dependen del 6rgano afectado, que se describen en el Tabla 27
(Argente y Alvarez, 2013).

Organo o Sistema Signos, Sintomas, Sindromes

Aparato locomotor Dolor, Palidez, Paralisis, Parestesias, Hipoestesias, Ausencia de

pulsos
Corazén Angina de pecho, Infarto agudo al miocardio
SNC Déficit neuroldgico motor, sensorial o cognitivo de instalacion aguda.

Tabla 27. Argente y Alvarez, 2013. Sindromes por oclusién arterial sistémica

aguda.

SNC = Sistema nervioso central.
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Cuando el vaso ocluido es una vena sistémica, se originan distintos signos

y sintomas y que dependen del 6érgano afectado, que se describen en el Tabla 28
(Argente y Alvarez, 2013).

Organo o Sistema

Signos, Sintomas, Sindromes

Aparato locomotor
Vena porta
Intestino

Higado

SNC

Dolor, Edema, Cianosis o Eritema

Ascitis, Dolor abdominal, Hipertension portal, Hemorragia digestiva
Dolor abdominal, Melena o Enterorragia

Sindrome de Budd-Chiari: Hepatomegalia dolorosa, Ascitis
marcada

Accidente cerebrovascular (convulsiones, , hemorragias)
Hipertension endocraneana (cefalea, vémitos, edema de papila)
Sindrome del seno cavernoso (oftalmoplejia, dolor ocular,

exoftalmos, edema conjuntival)

Tabla 28. Argente y Alvarez, 2013. Sindromes por oclusién venosa sistémica

aguda.

SNC = Sistema nervioso central.
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1.4.6 Diagnostico.

Las pruebas de hemostasia y trombosis permiten orientar y fundamentar el
diagnoéstico clinico de las enfermedades tromboembdlicas y determinar el origen
hereditario o adquirido (Martinez-Murrillo y Quintana-Gonzalez, 2001). Por lo cual,
nos permite tener un panorama general acerca de la condicién del paciente, como

se describe en el Tabla 29.

Prueba Valor Estado
Hemoglobina H=16x2 Normal
g/dL M=14+2
Hematocrito H=4715 Normal
mL/dL M=42+5
CMH 29+2 Normal
Pg
VCM 907 Normal
fL
Leucocitos 4.5-11.0 Normal
10%/mm?®
Plaquetas 150-400 Normal
10%/mm?

Frotis sanguineo Blastocitos Normal
TS 2-7 Normal
minutos

TP 11-15 Normal
segundos

TTPa 20-36 Normal
segundos

T 9-13 Normal
segundos

Tabla 29. Martinez-Murillo, 2008.La hemostasia en la normalidad.

TS= Tiempo de sangrado; TP= Tiempo de protrombina; TTPa= Tiempo de tromboplastina parcial

activada; TT= Tiempo de trombina; H= Hombre; M= Mujer.
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1.4.7 Farmacos antitrombaticos.

Los agentes antitrombadticos son la base del tratamiento farmacologico para
el sindrome coronario agudo (Wu y Matijevic-Aleksic, 2005). En términos
generales, la trombosis arterial se trata con farmacos dirigidos a plaquetas y la
trombosis venosa se trata con farmacos dirigidos a proteinas de la cascada de la

coagulaciéon (Mackman, 2008).

Mecanicamente, la funcién de los agentes antitromboéticos es o bien para
evitar la formacion de trombos en los vasos sanguineos o disolver los ya

existentes y restaurar el flujo sanguineo (Raghavan y Dikshit, 2002).

Los agentes antitromboéticos disponibles en la actualidad se pueden

clasificar en anticoagulantes, antiplaquetarios y fibrinoliticos:

1.4.7.1 Anticoagulantes.
Los anticoagulantes trabajan ya sea por la modulacién de los niveles
endogenos de trombina, la enzima clave de la coagulacion o mediante la

inactivacion de la actividad enzimatica (Weitz y Crowther, 2003) [Tabla 30].

1.4.7.2 Antiplaguetarios.
Los agentes antiplaquetarios inhiben la activacion y agregacion plaquetaria,
un proceso clave de la hemostasia y la formacion de trombos (Goto, 2004) [Tabla

30].

1.4.7.3 Fibrinoliticos.
Los agentes fibrinoliticos, son administrados en una emergencia clinica, el
trabajo de la lisis de los coagulos existentes y restaurar el flujo sanguineo en los

vasos ocluidos (Lijnen y Collen, 1995) [Tabla 30].
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Ejemplo Mecanismo de accién Estatus

Formulacion

Agentes anticoagulantes: Inhibidores indirectos de latrombina
Warfarina Antagonista de la vitamina K Lanzamiento
Heparina, Danaparoid, Dalteparina, Cofactor de la antitrombina Lanzamiento
Tinzaparina, Enoxaparina, Fondaparinux
Rivaroxaban, Apixaban Inhibidores del Factor Xa Ensayo clinico

Agentes anticoagulantes: Inhibidores directos de la trombina
Lepirudina, Bivalirudina, Argatroban Inhibe la actividad enzimatica Lanzamiento
de la trombina
Ximelagatran Retirado
Etexilato de Dabigatran Ensayo clinico
Agentes antiplaquetarios

Aspirina Inhibicibn de la COX-1 Lanzamiento
(inhibe sintesis de TXA2)
Abciximab, Eptifibatida, Tirofiban Antagonista de los Lanzamiento

receptores GP llb/llla

Clopidogrel, Ticlopidina Antagonista del receptor Lanzamiento
P2Y,, (ADP)
Dipiridamol Inhibidor de la PDE Lanzamiento

Derivados de la Himbacine, Biciclicos de  Antagonista del receptor de Ensayo clinico
Guanidina trombina
Agentes fibrinoliticos

Estreptoquinasa Promueve la actividad de la Lanzamiento
Alteplasa plasmina Lanzamiento
Tenecteplasa Lanzamiento
Estafilicinasa Descubrimiento

VO
IVoSC

VO

VO
VO

VO

VO

VO
VO

Tabla 30. Chackalamannil, 2006. Clasificacibn de los principales agentes

antitrombadticos.

VO = via oral, IV= via intravenosa, SC, via subcutanea.
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Algunos de los medicamentos utilizados para tratar la trombosis son: Agentes
anticoagulantes que son cofactor de la antitrombina (heparina no fraccionada y
heparina de bajo peso molecular), que son antagonistas del receptor GP llb/llla
(abciximab, eptifibatida); Agentes antiplaquetarios que inhibe la sintesis de TXA2
(aspirina), que son antagonistas del receptor P2Y 1, (ADP) (ticlopidina, clopidogrel); y
Agentes fibrinoliticos (estreptoquinasa) que promueve la actividad de la plasmina
[Figura13].

Inhibidores de la activacion
Antagonistadel PAR-1 Antagonistadel ADP P2Y12 Antagonistadel ADP P2Y1

SCH 530248 Ticlopidina
E-5555 Clopidogrel A3PSP
Prasugrel MRS2179
P2Y, [AZD6140 (Ticagrelor)} MRS2278
ADP [Cangrelor] MR S2500
/ / q [PRT 128 (Elinogrel)]

P2V

Antagonistadel TxAZ Antagonistadel 5-HT2A

Aspirina __R-1012444
NCX-4016 ~ SRAEZa) N aftidrofuril
Ridogrel Sarpogrelato
518886 AT-1015
Picotamida
Ramatroban Antagonistas de la adhesion
Proteina-1 relacionado C1gTNF
DZ-697b
RG12986
Fibrinogen
Endothelium
Inhibidores de la agregacion
Antagonista del GPla/lla Antagonistadel GPV1 Antagonista del GPiib/llla
EMS16 Anticuerpo monoclonales Abciximab

Eptifibatida

Tirofiban

Figura 13. Angiolillo y cols., 2010. Representacién grafica de los mecanismos de
accion de los farmacos antitromboticos.

Los farmacos antitrombaéticos disponibles actualmente adolecen de varios
inconvenientes. Los mas importantes son los efectos secundarios asociados con
el sangrado y la trombocitopenia también son comunes [Tabla 31]. Por lo cual,
existe una necesidad clinica no satisfecha, de producir farmacos antitrombaéticos

seguros, eficaces y activos por via oral (Chackalamannil, 2006).
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Farmaco Reacciones adversas Riesgo en el
embarazo
Agentes anticoagulantes: Inhibidores indirectos de la trombina
Warfarina Agranulocitosis, Hemorragia, Hepatotdxico, D
Leucopenia, Nefrotoxico.
Heparina, Danaparoid, Dalteparina, Hemorragia interna o extensa por dosis C
Tinzaparina, Enoxaparina, Fondaparinux excesivas, Trombocitopenia.
Rivaroxaban, Apixaban Anemia, Hemorragia digestiva e intracraneal, C
Trombocitopenia.
Agentes anticoagulantes: Inhibidores directos de latrombina
Lepirudina, Bivalirudina, Algatroban Equimosis, Hematoma, Hemorragia mayor y C
menor.
Ximelagatran Hemorragia, Hepatotoxico. -
Etexilato de Dabigatran Anemia, Epistaxis, Hemorragia mayor. C
Agentes antiplaquetarios
Aspirina Equimosis, Hemorragia gastrointestinal, C
Hepatotdxico, Trombocitopenia, Nefrotoxico.
Abciximab, Eptifibatida, Tirofiban Hemorragia, Trombocitopenia. C
Clopidogrel, Ticlopidina Agranulocitosis letal, Anemia aplasica, B
Leucopenia, Neutropenia grave, Trombopenia.
Dipiridamol Exacerba la angina de pecho, Sangrado. C
Derivados de la Himbacine, Biciclicos de Hemorragia. -—
Guanidina
Agentes fibrinoliticos
Estreptoquinasa Arritmias por reperfusion, Hemorragia. C
Alteplasa Arritmias, Embolizacién, Hemorragia. C
Tenecteplasa Arritmias cardiacas, Embolizacién trombdtica, C

Estafilicinasa

Hemorragia superficial o interna,

Hemorragia potencialmente mortal

Tabla 31. Brunton, 2012.

antitrombadticos.

Efectos adversos de los principales agentes

A = estudios en mujeres no evidencian riesgo para el feto; B = estudios en animales no indican riesgo para el

feto pero si indican un efecto adverso para el feto; C = estudios en animales indican efectos teratogénicos o

embriocidas; D = estudios en mujeres evidencian riesgo para el feto, el beneficio en mayor que el riesgo; X

estudios en animales o0 en humanos evidencian riesgo para el feto, el riesgo es mayor que el beneficio.
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2.0 JUSTIFICACION.
La trombosis ha tenido un notable incremento como causa de morbilidad-
mortalidad en el mundo moderno, esto por el desarrollo que han tenido algunas
sociedades en adquirir factores de riesgo que se consideran condiciones de la

vida moderna.

En México también presenta graves problemas de salud que involucran
cancer, diabetes, enfermedades cardiovasculares (infarto agudo al miocardio,
angina de pecho) es decir, también presentamos “Enfermedades de las
sociedades desarrolladas”. Esto significa que el problema tromboético esta
afectando a todo el mundo. Ademas, hay que considerar que las trombosis
coronarias no son el unico problema conocido, también existen las trombosis
cerebrales, trombosis venosas, que son capaces de ocasionar tromboembolismo

pulmonar ocasionando la muerte del paciente.

En México de acuerdo a los datos publicados por la Secretaria de Salud
(2008), se considera que aproximadamente entre 150,000 a 200,000 individuos
son afectados anualmente por trombosis, de los cuales 67, 000 muertes anuales
por causas asociadas a trombosis arteriales coronarias y trombosis cerebral, no se
disponen de cifras de tromboembolismo venoso. Es necesario enfrentar este grave
problema, mediante medidas no farmacologicas (dieta y ejercicio) vy

farmacoldgicas (antitromboticos).

El antitrombdtico ideal debe prevenir la trombosis patologica y limitar la
lesion por reperfusion, permitir la respuesta normal a la lesion vascular y limitar el
sangrado. Al momento actual, tal medicamento no existe, todos los antitromboticos
tienen riesgo de producir hemorragia, trombocitopenia como efecto toxico
principal. Como resultado de ello, es necesario el desarrollo de nuevos farmacos
antitrombéticos con un mejor beneficio a razén de riesgo y que son mas

convenientes para el uso en la practica.
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En la actualidad, los alimentos han empezado a considerarse no
unicamente como fuente de nutrientes sino también como fuente de compuestos
activos, dentro de los cuales se encuentran los péptidos antitrombdticos que
pueden dar la pauta para el consumo en alimentos convencionales, alimentos
funcionales, alimentos medicinales y suplementos alimenticos, que pueden ser
usados en la prevencion de la trombosis y son asociados con una minima

consecuencia de efectos adversos.

Por lo cual, la obtencion de péptidos antitrombaoticos a partir del grano de
amaranto seria una muy buena alternativa como adyuvante en tratamiento de la
trombosis en la poblacion mexicana. Por tal motivo en este trabajo se decidio
trabajar con estas proteinas, aunado a que en la globulina teéricamente se predice
la presencia de péptidos con actividad antitrombética (Silvia-Sanchez y cols.,
2008). Por otro lado, no existen reportes en la literatura de la presencia de

péptidos antitrombaticos en la albumina 1.
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3.0 HIPOTESIS.

La hidrdlisis de las proteinas del grano de amaranto con alcalasa dara como
resultados la obtencion de diferentes péptidos, algunos de los cuales resultaran
con actividad antitrombatica.

4.0 OBJETIVOS.

4.1 OBJETIVO GENERAL:

Evaluar la actividad antitrombdética de hidrolizados de albumina 1y globulina

del grano de amaranto (Amaranthus hypochondriacus L.).

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1. Aislary purificar parcialmente la albumina 1y globulina del grano de amaranto.

2. Obtener péptidos a partir de la hidrdlisis controlada de albumina 1y globulina

del grano de amaranto con alcalasa.

3. Determinar el valor de ICso de inhibicidn de la agregacion plaquetaria in vitro de

los hidrolizados de albumina 1y globulina.

4. Identificar y determinar los pesos moleculares relativos de las fracciones

peptidicas con actividad antitrombatica.

5. Evaluar el porcentaje de inhibicion de la agregacion plaquetaria in vitro de los

hidrolizados y de sus fracciones de péptidos de la albumina y la globulina.
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5.0 ESTRATEGIA EXPERIMENTAL.

En la Figura 14. Se muestra un esquema de la estrategia experimental que se siguid para la
obtencion y evaluacion de las fracciones de péptidos con actividad antitrombotica a partir de la
albumina 1y globulina del grano de amaranto. Durante el desarrollo de este trabajo, todos los

analisis se efectuaron por triplicado y los resultados fueron expresados como valores promedio.

Molienda de los granos de amaranto
(Amaranthus hypochondriacus L.)
Tamiz con tamafio de malla de 0.250mm

Harina desengrasada del grano de amaranto
(Amaranthus hypochondriacus L.)
(Acetona SmL/g; 37°C; Agitacion 16h)

Cuantificacion de proteinas Extraccion de proteinas (Na;SO, 5%p/v)
(Bradford., 1976) (Soriano-Santosy cols., 1992)

Albumina 1 (4/b1) ¥  Globulina (Glob)

Hidrdlisis con alcalasa
Alb1 o Globulina = [5Smg/mL]
Alcalasa =[2.4 mUA/mL]
Relacién E/S = 0.8UA/g Determinacion ICg,

Tiempos=1,9,12, 18,y 24h (Tovar-Pérezy cols.,2009)
pH=74; T=50°C

(Tovar-Pérezy cols.,2009)

e » ) Grado de hidrélisis (GH)
Inhibicion agregacion plaquetaria . v . .
(500uL PRP, 50yl péptido, 1.5 ADP Cuantificacién de grupos amino libres

3uM; 37°C durante 1min) quereaccionan con TNBS.

(Dela Peiia, 1993) (Adler-Nissen, 1979)

Inhibicion agregacion plaquetaria

Cromatografia de filtracion en gel (S001L PR, 50yl péptido, 1.51 ADP
Sephadex G-15 (1-1,500 Da) 3uM; 37°C durante Lmin)

(Dela Peiia, 1993)

Actividad de la Inhibicié 1 tari 5 P Al T
A R e e, A Fracciones de péptidos con actividad

Epinefrina 10 5yM; 37°C durante 1min) antmomb (')tica
(Dela Pefia, 1993)



6.0 MATERIAL Y METODOS.

6.1 Molienda de los granos de amaranto.

Los granos de amaranto (Amaranthus hypochondriacus L) fueron sometidos
a una molienda previa utilizando un molino, la harina obtenida se pasa a través de
un tamiz con un tamano de malla de 0.250 mm (No. 60) e inmediatamente se

procede a desengrasar la misma.

6.2 Desengrasado de la harina de amaranto.

La grasa de la harina de amaranto fue extraida con acetona (5 mL/g) en
agitacion constante a temperatura ambiente durante 16 h (3 repeticiones), seguida
de una filtracion al vacio y un lavado con éter. La harina es colocada en una
campana de extraccibn para permitir la evaporacion de los solventes.
Posteriormente se pasa a través de un tamiz con un tamafno de malla de 0.250 mm
(No. 60) y es almacenada a 5 °C. La harina desengrasada resultante es utilizada

como material de inicio para la produccion de hidrolizados de proteina de amaranto.

6.3 Extraccion de albumina 1 y globulina con Na,SO,.

Las proteinas del grano de amaranto son extraidas siguiendo el método de
Padhye y Salunke (1977). La muestra de 50 g de harina de amaranto desengrasada
es mezclada con 300 mL de Na,SO4 al 5% (0.04 M) durante 30 min a 5 °C y
centrifugada durante 20 min a 13,000 xg. La muestra es separada en sobrenadante
y en residuo de harina. Al residuo se le agrega 200 mL Na,SO4 al 5% se mezcla
durante 30 min y se centrifuga, el sobrenadante obtenido se junta con el primer
sobrenadante y es precipitado con (NH4).SO,4 al 50, 70 y 100% de saturacién y se
centrifuga 20 min a 13,000 xg en cada nivel. El precipitado de proteina formado es
dializado con agua durante 24 h, con cuatro cambios de agua desionizada y se
centrifuga 20min a 13,000 xg. El sobrenadante es la fraccion que contiene la
proteina soluble en agua (albumina 1), el residuo es dializado con Na;SO4 al 10%
durante 24 h y se centrifuga 20 min a 13,000 xg, el sobrenadante es la fraccidén que

contiene la proteina soluble en soluciones salinas (globulina) [Figura 15].
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6.3.1 Cuantificacién de proteinas por el Método de Bradford
El contenido de proteina es determinado por el método de Bradford (1976),

previa la elaboracion de una curva estandar de albumina bovina.

Harina desengrasada del grano de amaranto 50 g
se mezcla con 300 mL de Na,SO, 0.04 M (5 °C),
durantej30 min.

Y

Centrifugar a 13,000 xg, durante 20 min. (5 ¢C).

v v
Sobrenadante Residuo + 200 mL Na,SO, al 5%
v
Sobrenadante Centrifugar a 13,000 xg, 20 min.
v
"_ Residuo
Tratamiento con (NH,4),SO, al
50, 70 y 100% de saturacién, v
centrifugar en cada nivel. Desecha
\ 4
Sobrenadante
v

Filtrar en papel Whatman No. 4

\ 2 v
Residuo Filtrado
A\ 4
Mezcla de residuos Y
Desecha

v

Dialisis con agua desionizada,
24 h. 4 cambios de agua

v

Centrifugar a 13,000 xg, durante 20 min.
> Residuo
A4 Y
Sobrenadante Dialisis con Na,SO,4 al 10%, 24 h. Centrifugar

A4
Albumina-1

A A
Sobrenadante

Globulina

A 4

Figura 15. Método de extracciéon de Albumina 1y Globulina del grano del amaranto.
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6.4 Hidrdlisis enziméatica de albimina 1 y globulina con alcalasa.

La hidrdlisis enzimatica de albumina 1y globulina del grano de amaranto se
llevé a cabo utilizando el método de Surovset y cols. (2001), utilizando alcalasa
como enzima proteolitica, a una concentracién de 2.4 mUA/mL, esta enzima es
una serinproteasa de Bacillus licheniformis con actividad endopeptidasa (actividad
especifica de 2.4 UA/g).

La hidrdlisis se llevo a cabo anadiendo 320 pL de buffer de fosfatos 0.5 M a
pH 7.4, seguido de 600 uL de albumina 1 o globulina (5 mg/mL) la mezcla se
incubd durante 5 min a 50 °C. Posteriormente se afiade 80 uL de solucién de
alcalasa (2.4 mUA/mL) en buffer de fosfatos 0.5 M a pH 7.4 a 50 °C, obteniéndose
una relacidén enzima/sustrato (E/S) de 0.8 UA/g. La hidrdlisis se realizé durante los
siguientes intervalos de tiempo: 1, 9, 12, 18 y 24 h. Se utilizé6 un blanco al cual se
le afaden todos los reactivos pero no se somete a hidrélisis. La reaccion es
detenida anadiendo 100 pL de solucién de fenilmetilsulfonil (PMSF) 2 mg/mL en

etanol.

6.5 Grado de hidrdlisis de albumina 1y globulina con TNBS.

El grado de hidrdlisis se determind utilizando el método de Alder-Nissen
(1979), que consiste en la cuantificacion de los grupos amino libres y tiene su
fundamento en la reaccion de los grupos amino libres resultantes de la hidrélisis

con el acido trinitrobenzen-sulfénico (TNBS).

El ensayo consistié en mezclar 125 uL de muestra (albumina 1 o globulina
hidrolizada) en un tubo de ensaye con 1 mL de buffer de fosfatos 0.5 M a pH 8.2
con un 1 mL de solucién de TNBS al 0.1% en agua e incubar a 50 °C durante 1 h,
en la oscuridad. Después se anadio 2 mL de HCI 0.1 N para detener la reaccion,
los tubos se mantienen a temperatura ambiente durante 30 min., posteriormente
se lee la absorbancia en un espectro a una longitud de onda de 340 nm [Figura
16].
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NO,
COOH + SO~ + H+
0,N S03- H+ _ NH _C -
NO, NH _ﬁH — COOH

R
TNBS
Compuesto de color amarillo

Grupo amino libre estable (Abs. 3 = 340nm.)

Figura 16. Reaccion de TNBS con los grupos amino libres resultantes de la

hidrolisis de albumina 1y globulina.

6.6 Evaluacion de lainhibicion de la agregacion plaquetaria.
6.6.1 Extraccion de sangre:

La sangre prepandial fue obtenida de donares normales sanos en el banco
de sangre del Instituto Nacional de Cardiologia “Ignacio Chavez”. Todos los
donadores fueron hombres, con edades entre 20-50 afnos, que no habian ingerido
cualquier debida alcohdlica por lo menos 24 h previas y habian tomado ningun
medicamento, especialmente anti-inflamatorios no esteroideos (AINE), por lo
menos 2 semanas previas a la prueba. Para cada ensayo, la sangre de 4 a 5
sujetos se recogié por puncién venosa en tubos de plastico que contiene 0.1

volumen de 3.8% de citrato trisédico.

6.6.2 Obtencion del Plasma Rico en Plaquetas (PRP):
Las muestras se centrifugaron 750 rpm durante 5 min a temperatura
ambiente (20-24 °C). Los PRP se retiran con cuidado y se combinaron. El

recuento de plaquetas se ajustd con PPP a 250 x 10°/uL.

6.6.3 Obtencién del Plasma Pobre en Plaguetas (PPP):
Se obtuvieron de los tubos que contenian PRP por centrifugacién 3500 rpm
durante 20 min, a temperatura ambiente (20-24 °C). Los PPP se retiran con

cuidado y se combinaron.
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6.6.4 Inhibicién de la agregacion plaquetaria de los hidrolizados de la
albumina 1y globulina.

La actividad de la inhibicion de la agregacion plaquetaria, se determiné de
acuerdo al método De La Pena y cols., (1993), con modificaciones. Este método
se fundamenta en el PRP es agregado y varios agentes agregantés son
adicionados, cuando las plaquetas se agregan, aumenta la cantidad de luz capaz
de pasar a través del cambio en la densidad de la luz (% Transmisién) en el
espectrofotometro, es entonces registrado, dando un patrén tipico de agregacion
[Figura 17].
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Figura 17. Agregacion plaquetaria con ADP 5 uM. Relacién entre el teStigo normal
y el problema.
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Los ensayos se llevaron a cabo dentro de las 2 h, después que la sangre se
habia extraido. Se realizaron las pruebas en dos canales Agregémetro-
Luminiscencia (Chronolog Model 560), se adiciono una cantidad de 450 pL de
plasma rico en plaquetas (PRP) para cada ensayo. Posteriormente se anadio 50
WL del producto derivado del hidrolizado de 24 h de albumina 1 y globulina, asi
como sus fracciones de péptidos correspondientes. La agregacion se indujo con
ADP 3 pM. La agregacion maxima se alcanza en aproximadamente 2-3 min y se
expresa en unidades arbitrarias. Se realizaron los controles con el plasma pobre
en plaquetas (PPP) correspondiente y el resultado de la agregacion del control

promedio se consideré como 100% de la agregacién plaquetaria.

6.7 Determinaciéon del valor de ICso de los hidrolizados de la albumina 1y
globulina.

El valor ICs5y se define como la concentraciéon de hidrolizados de proteina
expresada en mg/ml requerido para inhibir el 50% de la agregacion plaquetaria en

condiciones de ensayo establecidas. Se determino por analisis de regresion lineal.

6.8 Cromatografia de filtracién en gel de Sephadex G-15.

Las muestras de hidrolizados de albumina 1y globulina que presentaron el
mayor % de inhibicion antitrombadtica (24 h respectivamente) se hicieron pasar a
través de una columna de filtracién en gel empaquetada con Sephadex G-15, de
un rango de fraccionamiento de peso molecular de 1-1500 Da y se equilibro
previamente con 30 mL de buffer A (32.5 mM KyHPOy4, 2.6 mM KH,POy4, 0.4 M
NaCl, 20 mM mercaptoetanol y 0.02% azida de sodio, la cual tuvo una fuerza
ionica de 0.5 y pH de 7.5). Para la determinacion del volumen vacio (Vo) y del
volumen total (Vt) de la columna se utilizé azul dextrano (2 mg/mL) y DNP-alanina
(0.5 mg/mL).
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El volumen inyectado fue de 500 uL y se eluyé con el mismo buffer
utilizando un flujo de 20 mL/h, se colectaron fracciones de 1.5 mL en un colector
de fracciones. En cada una de las fracciones colectadas se midi6 la absorbancia a
280 nm.

Se seleccionaron las fracciones que mostraron los picos mayores de
absorbancia y en éstas se determind la inhibicidon de la agregacion plaquetaria, asi
como su peso molecular relativo mediante una curva patrén de marcadores de peso
molecular conocido: triosa-fosfato-isomerasa (26.6 kDa), mioglobina (17 kDa), a-lacto-
albumina (14.2 kDa), aprotinina (6.5 kDa), insulina (3.5 kDa) y bradicinina (1.06 kDa).

6.9 Inhibicion de la agregacion plaquetaria de las fracciones de los péptidos
antitromboéticos.

Los ensayos se llevaron a cabo dentro de las 2 horas después de que la
sangre se habia extraido. Se realizaron las pruebas en dos canales Agregdmetro-
Luminiscencia (Chronolog Model 560), se adiciono una cantidad de 475 pL de
plasma rico en plaquetas (PRP) para cada ensayo. Posteriormente se anadio 25
uL del producto derivado de la fraccion A1 (albumina 1) y G2 (globulina). La
agregacion se indujo con ADP 5uM, epinefrina 10 uM y colageno 20 pg/ml. La
agregacion maxima se alcanza en aproximadamente 2-3 minutos y se expresa en
unidades arbitrarias. Se realizaron los controles con el plasma pobre en plaquetas
(PPP) correspondiente y la agregacion de control promedio se considero como
100%.

6.10 Analisis estadistico.

Los resultados fueron analizados mediante una Prueba de Dunnett, con un
nivel estadistico de significancia de p<0.05, utilizando el Software GraphPad
Prisma 5 para Windows. Este método se fundamenta para comparar un

tratamiento control (testigo) con otros tratamientos (muestra).
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7.0RESULTADOS Y DISCUSION.
7.1 Extraccién de albumina 1 y globulina con Na,SO, al 5%.
En la Grafica 1 se muestra el contenido de proteina soluble determinado por

el Método de Bradford para la albumina 1 y la globulina de la harina

desengrasada, aisladas con Na;SO4 0.04 M.
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04 - Albumina 1

M Globulina
mG/A

© o
N
1

g/100g de harina de amaranto

Albumina 1 Globulina G/A
Proteina soluble

Grafica 1 Cuantificacidén de la albumina 1 y globulina de la harina desengrasa del

amaranto por el Método de Bradford.
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El grano de amaranto (Amaranthus hypochondriacus L), proporciona un
valor nutricional adecuado. Su contenido de proteina cruda es de 12% a 18%
(Konishi y cols., 1985; Singhal y Kulkarni, 1988). Su composicion de las fracciones
de proteina se encuentra la albumina del 20% a 23% y la globulina del 18% a 21%
(Breassani y Garcia-Vela, 1990). Por lo cual, el propésito de este estudio fue la
obtencidén de péptidos antitrombéticos a partir de la albumina 1 y globulina del

grano de amaranto.

La harina desengrasada de amaranto posee una alta concentracién de
proteina cruda del 15.38% comparada con otros cereales y una baja
concentracion de extracto etéreo del 0.22% (Tovar-Pérez y cols., 2009). Por lo
que, este proceso de extraccion con acetona es eficiente, eliminando la grasa y
concentrando la proteina contenida en la harina, obteniéndose la materia prima

para llevar a cabo la extraccion de las proteinas del amaranto.

Las proteinas de la harina de amaranto han sido aisladas basados en la
solubilidad en soluciones salinas utilizando Na,SO4 al 5% (Soriano Santo y cols.,
1992). En la tabla 1 se observa un mayor rendimiento de albumina 1
(0.8030+0.280 g/100g) respecto a la globulina (0.1795+0.005 g/100g), resultando
una relacién globulina/albumina 1 de 0.2235, lo cual concuerda con lo reportado
en la literatura (Soriano-Santos y cols., 1992; Tovar-Pérez y cols., 2009; Ortiz-
Hernandez y cols., 2013). Ademas, representan el 67% del nitrégeno total y el 44%
de las proteinas totales del grano de amaranto (Segura-Nieto y cols., 1992). Por

tal motivo en este trabajo se decidio trabajar con estas proteinas.
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7.2 Hidrdlisis enzimatica de albumina 1 con alcalasa y el porcentaje de

inhibicion plaquetaria.
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Gréafica 2. Grado de hidrdlisis y % de inhibicion plaquetaria de la albumina 1 a diferentes tiempos.

En la grafica 2 se observa que aun tiempo de hidrdlisis de 24h, para la albumina 1
se obtiene un grado de hidrdlisis de 66.10£0.98% y un mayor porcentaje de
inhibicién plaquetaria del 75.21+0.05%, al cual le corresponde un valor de ICsy de
0.4311+0.001 mg/mL [Grafica 3].
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7.3 Hidrélisis enzimatica de globulina con alcalasa y el porcentaje de

inhibicién plaquetaria.
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Grafica 4. Grado de hidrdlisis y % de inhibicién plaquetaria de la globulina a diferentes tiempos.

En la grafica 4 se observa que a un tiempo de hidrdlisis de 24 h, para la globulina
se obtiene un grado de hidrdlisis de 32.03+0.69% y un mayor porcentaje de
inhibicién plaquetaria del 77.68+0.05%, al cual le corresponde un valor de IC5p de
0.0128+0.001 mg/mL [Grafica 5].

64



Los péptidos bioactivos con potencial antitrombético pueden ser liberados
por un proceso de hidrdlisis enzimatica in vitro de proteinas (Vioque y cols., 2000).
En la tabla 2 y 3 se observa un maximo grado de hidrélisis de albumina 1
(66.10+£0.98%) y de globulina (32.03+069%) con alcalasa a las 24 h. La cual ha
sido frecuentemente utilizada para la obtencion de péptidos con actividad
bioldgica: antitumoral (Barrio y Anon, 2009); antihipertensivo (Tovar-Pérez, 2009);
antioxidante (Tironi y Afon, 2010), la cual se sabe que se requiere de tiempos de

hidrolisis de 4 h a 18 h y superiores a 24 h, para obtener péptidos antitrombaéticos.

Es decir, que estos péptidos estan conformados por aminoacidos
aromaticos (fenilalanina, isoleucina, leucina, metionina, tirosina, triptéfano, valina),
ya que la alcalasa hidroliza enlaces peptidicos con amplia especificidad (Markland
y Smith, 1971) y liberando oligopéptidos de entre 2 a 6 aminoacidos y por
consiguiente es necesario alcanzar grados de hidrolisis elevados, alrededor del
20% o superior, con una distribucion de pesos moleculares <1000 Daltons
(Camacho Rubio y cols., 1993).

Orozco-Condori y cols. (2014), reportaron la presencia de péptidos
bioactivos en semillas de amaranto (Amaranthus mantegazzianus), con actividad
antitrombdtica de hidrolizados con granulos de Kéfir a las 72 h con un % de
Inhibicion de la coagulacion del 60% con un ICsy= 2.22 mg/mL. En la tabla 2y 3 se
observa el % de Inhibicién de la coagulacion de albumina 1 del 75.21+0.05% con
un ICsp= 0.4311£0.001 mg/mL y de globulina del 77.68+£0.05% con un [Csp=
0.0128+0.001 mg/mL hidrolizados con alcalasa a las 24 h. Se han reportado
aislados proteicos de amaranto con actividad antitrombdtica: hidrolizados con
alcalasa y tripsina con un ICsp= 5 mg/mL (Sabbione y Scilingo, 2010); hidrolizados
con una proteasa aspartica con un ICsp= 5.9 mg/mL (lbafiez, 2012). Es decir, que
el poder de inhibicién de los hidrolizados de 24 h de albumina y globulina es mayor
ya que sus valores de ICsp son menores a los reportados en la literatura.
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Otros ensayos de péptidos con actividad antitrombética in vitro e in vivo
obtenidos a partir: de k-caseina y del glicomacropéptido con un ICs= 0.5y 2
mg/mL (Rutherford y Gill, 2000); de clara de huevo ICso= 25 mg/mL (Yang y cols.,
2007); de semillas de colza con un ICsp= 27 mg/mL (Zhang y cols., 2008)

respectivamente.

De acuerdo con varios estudios realizados en hidrolizados de péptidos con
actividad antitrombatica, obtenidos de diferentes fuentes proteinicas, se han
observado valores de ICsp en un rango de 0.5 a 30 mg/mL. Por lo que los valores
obtenidos de ICsy en este trabajo se encuentra dentro de los reportados en la
literatura, destacando el valor de ICso de 0.0128 mg/mL en la globulina a partir de
la hidrolisis de 24h. Se puede decir que se trata de unos de los péptidos
antitrombodticos con mayor capacidad de inhibicion de la coagulacion obtenido de
una fuente natural como lo es el grano de amaranto. Por lo cual se decidio
seleccionar unicamente los hidrolizados de 24 h de albumina 1 y globulina para

realizar la purificacion por filtracién en gel Sephadex G-15.
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7.4 Perfil de filtracién en gel de Sephadex G-15 del hidrolizado (24 h) de

albimina 1.

En la grafica 4 se muestra el cromatograma obtenido de la columna de
filtracion en gel Sephadex G-15, al hacer pasar el hidrolizado de 24 h de la
albumina 1, se observo que el peso molecular minimo (0.57 KDa) corresponde a la

fraccién A5 y el peso molecular maximo (12.6 KDa) corresponde a la fraccion A1.
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Grafica 6. Cromatograma de los hidrolizados de 24 h de la albumina 1.
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7.5 Perfil de filtracion en gel de Sephadex G-15 del hidrolizado (24 h) de

globulina.

En la grafica 5 se muestra el cromatograma obtenido de la columna de
filtracion en gel Sephadex G-15, al hacer pasar el hidrolizado de 24 h de la
globulina, se observo que el peso molecular minimo (0.79 KDa) corresponde a la

fraccion G5 y el peso molecular maximo (10.7 KDa) corresponde a la fraccion G1.
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Gréfica 7. Cromatograma de los hidrolizados de 24 h de la globulina.
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Actualmente no solo se hidrolizan a las proteinas con la finalidad de
aumentar su digestibilidad, si no para que los péptidos liberados aporten
beneficios para la salud. Por ello se busca conocer caracteristicas como el peso
molecular, su composicibn de aminoacidos y sus funciones bioldgicas,
caracteristicas que estan relacionados y que le dan un alto potencial de utilidad en
la formulacion de nuevos nutracéuticos y nutricosméticos (Wu y cols., 2005;
Morales y cols., 2009; Tabor y Blair, 2009).

Especificamente, los péptidos antitrombaéticos reportados se caracterizan
por ser oligopéptidos de cadena corta de entre 2 a 16 aminoacidos cuya
composicion predominan: alanina, arginina, asparagina, aspartato, fenilalanina,
glicina, glutamato, glutamina, isoleucina, leucina, lisina, metionina, prolina, serina,
tirosina y valina (Silvia-Sanchez y cols., 2008; Hartmann y Meisel, 2007,
Rutherfurd y cols., 2000; Mazoyer y cols., 1990; Dziuba y cols., 2009) con una
distribuciéon de pesos moleculares que van desde 2 a 1880 Daltons (Rojas
Ronquillo, 2012; Yang, 2008).

En la tabla 4 y 5 se observa que esta conformado por 5 diferentes fracciones
de péptidos correspondientes a sus pesos moleculares (KDa) respectivos: Albumina
1 (A1=12.6, A2= 5.55, A3= 2.99, A4= 1.61, A5= 0.57); Globulina (G1= 10.7, G2=
5.44, G3= 3.87, G4= 1.39, G5, 0.79), cuyos oligopéptidos van de entre 5 a 114
aminoacidos para la albumina 1y de entre 7 a 107 aminoacidos para globulina. Es
decir, que los valores de peso molecular como de oligopéptidos obtenidos en este

trabajo sobrepasan a los reportados en la literatura.

Es importante clasificar a las especies hidroliticas de acuerdo al porcentaje
contenido [Tabla 32]. Algunas de ellas se han realizado en el trigo (Wang y cols.,
2007) y en el grano de amaranto (Ortiz-Hernandez, 2013), ya que esta
composicion (cantidad y tamano) se relaciona con la actividad biolégica que
presentan y su posible uso en la formulacion de productos farmacéuticos y

cosmeéticos.
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Es decir, que la Fraccién A5 (0.57 KDa) de la albumina 1 muestra un patron
de peso molecular similar a la Fraccion F2 (0.55 KDa) y F5, (0.53 KDa), por lo
cual, ademas de presentar actividad antitrombodtica pueda poseer propiedades

antihipertensivas y antioxidantes [Tabla 32]. En este trabajo se observa péptidos

potencialmente  multifuncionales cuyas Dbioactividades puedan regular
positivamente contra enfermedades cardiovasculares.
Especie Peso molecular Albumina 1 Globulina
Proteinas >20 KDa
Proteosas 5-10 KDa A1=12.6" F3=10.8° G1=10.7"
Peptonas 1-5 KDa A2=555" F1= 4.70° G2=544" F2=4.70°
A3=2.99" F4= 294° G3=3.87"
Ad= 161" F5,=1.44° G4=1.39"
Péptidos 200-500 Da  A5=0.57" F2=0.55° G5=0.79" F3=0.55°
F5,= 0.53°
Aminoacidos 75-200 Da

Tabla 32. Guadix y cols., 2000. Clasificacidon de las especies obtenidas por
cromatografia por filtracion en gel de Sephadex G-15 del hidrolizado de 24 h de

albumina 1y globulina.
A= Antitrombotico; B= Antihipertensivo (Tovar-Pérez, 2009); C= Antioxidante (Ortiz-Hernandez,
2013).
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7.6 Inhibicion de la agregacion plaquetaria de las fracciones de péptidos de
la albumina 1.

En la grafica 8 se observa que para la fraccion A2 le corresponde un
minimo porcentaje de inhibicion plaquetaria de 26.00£0.05% vy para la fraccion A1

le corresponde un maximo porcentaje de inhibicion plaquetaria de 82.44+0.05%.
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Grafica 8. Porcentaje de inhibicion de la agregacion plaquetaria de las fracciones
de péptidos de la albumina 1.
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7.7 Inhibicion de la agregacion plaquetaria de las fracciones de péptidos de
la globulina.

En la grafica 9 se observa que para la fraccion G1 le corresponde un

minimo porcentaje de inhibicién plaquetaria de 20.00+£0.05% y para la fraccion G2
le corresponde un maximo porcentaje de inhibicion plaquetaria de 81.25+0.05%.
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Grafica 9. Porcentaje de inhibicion de la agregacion plaquetaria de las fracciones
de péptidos de la globulina.
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7.8 Inhibicién plaquetaria de las fracciones de péptidos A1l y G2 inducido con ADP.

En la grafica 10 se observa que para la fraccion A1 le corresponde un
porcentaje de activacién plaquetaria de 62.23+8.51% y para la fraccion G2 le
corresponde un porcentaje de activacion plaquetaria de 57.86+12.8% inducido con

ADP respectivamente.
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Gréfica 10. Porcentaje de activacion plaquetaria de las fracciones de péptidos A1y
G2 inducido con ADP.
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7.9 Inhibicién plaquetaria de las fracciones de péptidos Al y G2

inducido con epinefrina.

En la grafica 11 se observa que para la fraccion A1 le corresponde un
porcentaje de activacion plaquetaria de 43.24£16.0% y para la fraccion G2 le
corresponde un porcentaje de activacion plaquetaria de 46.34+13.2% inducido con

epinefrina respectivamente.
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Grafica 11. Porcentaje de activacion plaquetaria de las fracciones de péptidos A1y

G2 inducido con epinefrina.
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Rojas-Ronquillo y cols. (2012), reportaron la presencia de péptidos
antitrombdéticos en suero de leche y caseinas fermentadas por L. casei Shirota y S.
thermophilus encontrando un % de actividad antitrombética de las fracciones: D9
(53.5%) y E10 (30.0%) respectivamente. En la tabla 6 y 7 se observa que, en
cuanto al porcentaje de actividad antitrombatica, la fraccion A1 mostro la mayor
actividad (82.44+0.05%), seguido de las fracciones A5 (75.681£0.05), A3 y A4
(72.98%0.05) y A2 (26.00£0.05) para la albumina 1; la fraccion G2 mostro la mayor
actividad (81.25+0.05%), seguido de las fracciones G4 (76.75+£0.05), G5
(73.75+£0.05), G3 (68.75+£0.05) y G1 (20.00+0.05) para la globulina
respectivamente. Recientemente Dominguez-Gonzalez (2014), reportaron la
presencia de péptidos antitrombdticos en un producto lacteo fermentado por L.
casei Shirota y S. thermophilus encontrando un % de actividad antitrombética de
las fracciones: F27 (41.1£0.90), F24 (36.3x10.8) y F17 (29.5£3.00)
respectivamente. Cabe sefalar que la actividad antitromboética no depende del
tamano del péptido (Tabla 4 y 5), pero si puede influir en el mecanismo de inhibicién
de la trombina, es decir, el péptido puede interactuar con el sitio activo, con unos
de los exositios 6 con el sitio activo y unos de los exositios (Ciprandi y cols., 2006;
Segers y cols., 2007; Baetz y Spinler, 2008).

Otros ensayos de péptidos con actividad antitrombotica in vitro evaluados
en plaquetas obtenidos a partir de la semilla de la uva con un % de actividad
antitrombdtica del 451£3.6% (Vitseva, 2005) y de semillas de frijol lima con un % de
actividad antitrombotica del 88.00% (Cordoba Lizama, 2013) respectivamente. En
la tabla 8 y 9 se observa un % de actividad antitrombdtica para A1 (62.23+8.51%),
para G2 (57.86+12.8%) inducido por ADP y para A1 (43.24+16.0%), para G2
(46.34+£13.2%) inducido por epinefrina. Recientemente, De la Pefia y cols. 1993,
han descrito el efecto antiplaquetario del prolame, buame y procame sobre la
agregacion plaquetaria in vitro inducido por ADP (5 puM) y epinefrina (10 uM), estas
propiedades farmacoldgicas novedosas de los aminoestrogenos estudiados son
similares a los péptidos antitrombdéticos del grano del amaranto con interesantes
posibilidades abiertas para la aplicacibn de estrategia clinicas contra las

enfermedades trombdbticas.
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In vitro, se encontraron dos tipos distintos de respuesta de agregacion
plaquetaria: a) Primaria reversible, asociado con un cambio de forma que se
produce sin liberacién granulos de las plaquetas y se asocia con la unidén de
fibrindbgeno; b) Secundaria irreversible que se correlaciona con una amplificacion
en los mecanismos de sefalizacion celular. La activacion plaquetaria inducida por
ADP promueve una rapida afluencia de calcio desde el medio extracelular
asociado con los canales de calcio operados por receptores y la movilizacion
posterior de reservas internas de calcio (Gachet y cols., 1997). Las fracciones
peptidicas A1y G2 inhiben la segunda fase de agregacion plaquetaria inducida por
ADP, lo que sugiere un deterioro en la movilizacion de calcio de las reservas
internas. Ademas, inhiben la conversién de acido araquidonico a tromboxano A2
inducido por epinefrina, lo que sugiere que actua sobre sus receptores y provoca

una respuesta de calcio intracelular retardada (De la Pena y cols., 2001).

Es decir que las fracciones peptidicas A1 y G2 podrian ejercer su accion
antiplaquetaria mediante la inhibicién de los receptores de ADP (P2Y1, P2Y1,) y de
tromboxano (TxA,) 6 inclusive inhibiendo la accién de las enzimas que promueven
las agregacidén plaquetaria (fosfodiesterasa y ciclooxigenasa). Esto se puede
transpolar debido a que existen farmacos con mecanismos de accién similares
como el acido acetilsalicilico y el clopidogrel, los cuales se emplean para inhibir la

agregacion plaquetaria y evitar la formacion de trombos (Palomo y cols., 2009).

Esta investigacidon establece que las principales fracciones de péptidos de
la albumina 1 (A1) y globulina (G2) presentan actividad de inhibicion de los
receptores de ADP (P2Y4, P2Y4,) y de epinefrina (a-2 adrenérgico), por lo cual, le
dieron un giro al trabajo, sin duda la presencia de estos péptidos con actividad
antiplaquetaria establece el potencial de futuras investigaciones in vivo en el
campo de alimentos funcionales o “nutracéuticos” en beneficio de la salud

humana.
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8.0 CONCLUSIONES.

V V V VYV V

Todos los hidrolizados de albumina 1 y globulina (1, 9, 12, 18 y 24 h)
presentaron inhibicion de la agregacion plaquetaria, bajo las siguientes

condiciones de ensayo:

[Sustrato] =5 mg/mL
[Enzima] = 2.4 mUA/mL

[E/S] = 0.8 UA/g
pH =74
T =50 °C

La mayor inhibicion de la agregacion plaquetaria in vitro fue de
75.21+0.05% para la albumina 1y de 77.68+0.05% para la globulina que se

registraron a las 24 h, respectivamente.

Los valores de ICs5¢ alcanzados en las condiciones de ensayo, siendo de
0.4311+0.001 mg/mL para la albumina 1y de 0.0128+0.001 mg/mL para la

globulina de la hidrélisis enzimatica de 24 h respectivamente.

La mayor inhibicidn de la agregacion plaquetaria in vitro de las fracciones
del hidrolizado a las 24 h fue de 82.44+0.05% para la A1 (12.67 KDa) y de
81.25+0.05% para la G2 (5.44 KDa).

La inhibicion de la agregacion plaquetaria in vitro inducido con ADP fue de
62.23+8.51% para la A1; de 57.86+12.8% para la G2 y de 43.24+16.0%
para la A1y de 46.34+13.2% para la G2 inducido con epinefrina.
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9.0PERSPECTIVAS.

e Optimizar las condiciones de hidrdlisis enzimatica utilizando alcalasa y otras

enzimas hidroliticas.

e Caracterizar la composicién peptidica de los hidrolizados que se obtienen
por la accidn de la alcalasa.

e Estudiar la relacion entre la estructura quimica de los péptidos

antitrombdticos con sus receptores plaquetarios.

e Realizar estudios in vivo utilizando como modelo experimental trombosis de
la arteria carétida en ratas Wistar con el propésito de evaluar la estabilidad

de la actividad biologica de los péptidos antitrombaticos.

e Disefiar nutracéuticos con los hidrolizados que contengan los péptidos
antitromboticos, asi como sus propiedades funcionales, su alergenicidad y

su vida de anaquel.

e Realizar un analisis de mercado de los alimentos funcionales que

contengan los péptidos antitrombdéticos para su posible comercializacion.
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10. APENDICES.

10.1 Determinacién de proteinas por el Método de Bradford.

Tabla 33. Orden de adiccién de los reactivos para la cuantificacion de proteinas de

albumina 1y globulina.

Sustancias Numero de Tubos

Blanco 1 2 3 4 5 Solucion

problema

BSA | - 150 250 500 750 1000 | -
0.01%
Muestra | -----|-----|-----|--"---|----"--|------ 1000
problema
NaCl 1000 850 750 500 250
0.15M
Reactivo 5000 | 5000 | 5000 | 5000 5000 5000 5000
Bradford

Incubar 5 min a temperatura ambiente

Leer a temperatura ambiente a 595 nm

NOTA: Todas las cantidades estan referidas en L
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10.2 Curva estandar de albumina sérica bovina.

Tabla 34. Valores de absorbancia correspondientes a la curva estandar de

albumina bovina.

Albamina (mg/mL) Absorbancia (595 nm)

0.15 0.194 +0.03°
0.25 0.273 £0.00°
0.50 0.500 +0.01°
0.75 0.715 +£0.02°
1.00 0.927 £0.01°

@ Desviacion estandar.
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Grafica 12. Curva estandar de albumina bovina.
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10.3 Extraccion de albumina 1 y globulina con Na,SO, al 5%.

Tabla 35. Valores obtenidos de la cuantificacion de la albumina 1y globulina por el
Método de Bradford.

Determinacion Albumina 1 Globulina
Proteina soluble "0.8030+0.280° ~0.1795+0.005°
Relacién Globulina/Albumina 0.2235

~gramos de proteina/100g de harina de amaranto

@ Desviacion estandar
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10.4 Determinacion del grado de hidrolisis enzimética por el Método de

Adler-Nissen.

Tabla 36. Orden de adiccidn de los reactivos para la protedlisis de albumina 1y

globulina.
Adicion de reactivos Volumen afiadido
Buffer de fosfatos 0.5 M, pH 7.4 320 pL
Albumina 1 o globulina (5 mg/mL) 600 pL
Incubar 5 minutos a 50°C
Alcalasa 2.4 mUA/mL 80 pL

en Bufer de fosfatos 0.5 M, pH 7.4 a 50 °C

PMSF en etanol (2 mg/mL) Afadir 100 pL Tiempo de hidrolisis

(1,9,12,18 y 24 h)

Cuantificacién de los grupos amino libres con TNBS

De la solucién anterior tomar 125 pL
Buffer de fosfatos 0.5 M, pH 8.2 1mL
TNBS (0.1% en agua) 1mL

Incubar 1 hora a 50 2C en la oscuridad

HCI 0.1 N 2mL

Leer en frio a 340 nm

NOTA: Orden de adicién de los reactivos para el blanco de lectura:

Alcalasa-PMSF-albumina 1 o Globulina-TNBS-HCI
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10.5 Curva estandar de glicina.

Tabla 37. Valores de absorbancia correspondientes a la curva estandar de glicina.

Glicina (mM) Absorbancia (340 nm)

0.15 0.079 +0.003°
0.25 0.116 +0.003°
0.75 0.309 +0.006°
0.90 0.362 +0.004°
1.50 0.576 +0.005°

® Desviacion estandar.
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Gréfica 13. Curva estandar de glicina.
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10.6 Hidrdlisis enzimatica de albumina 1 y globulina con alcalasa y el

porcentaje de inhibicion plaquetaria.

Tabla 38. Valores obtenidos del grado de hidrolisis y % de inhibicion

plaquetaria de la albumina 1 a diferentes tiempos.

Tiempo Grado de hidrélisis Inhibicion plaquetaria

(h) (%) (%)

1 *41.06+0.79° *57.69+0.32°
9 59.09+0.55 *62.87+0.25°
12 59.88+0.84° *66.17+0.15°
18 *63.97+0.50° *71.05+0.23°
24 *66.10+0.98° *75.260.17°

? Desviacion estandar, ' Diferencia significativa (p<0.05).
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Tabla 39. Valores obtenidos del grado de hidrolisis y % de inhibicion

plaquetaria de la globulina a diferentes tiempos.

Tiempo Grado de hidrolisis  Inhibicidén plaquetaria

(h) (%) (%)

1 *15.85+0.46° *70.51+0.32°
9 24.29+0.45° *74.23+0.26°
12 24.44+0.37° *75.26+0.21°
18 *30.26+0.29° *75.89+0.01°
24 *32.03+0.69° *77.70+0.01°

? Desviacion estandar, ' Diferencia significativa (p<0.05).
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10.7 Regresidn lineal del valor de ICsp del hidrolizado de 24 h de la albumina

1y delaglobulina.

Tabla 40. Valores obtenidos para la determinacion del valor de ICsy de inhibicidn

de la agregacion plaquetaria del hidrolizado de 24 h de la albumina 1.

Proteina Inhibicién agregacién plaguetaria

(mg/mL) (%)
0.41 49.0
0.60 59.0
0.64 65.0
80 -
- y=64.656x+22.121
e 70 -
= R?= 0.9556
g 60 -
=
Q50 -
>
8 40 -
=
c i
5 30
o
:_§ 20
E 10 -
O I I I I I I I 1
0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8
Proteina (mg/mL)

Grafica 3. Regresion lineal para la determinacion del valor de 1Csg de inhibicion

de la agregacion plaquetaria del hidrolizado de 24 h de la albumina 1.
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Tabla 41. Valores obtenidos para la determinacion del valor de ICsy de inhibicidn

de la agregacion plaquetaria del hidrolizado de 24 h de la globulina.

Proteina Inhibicién agregacién plaguetaria

(mg/mL) (%)
0.16 57.0
0.24 62.0
0.32 65.0

co
o
|

|
o
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=)
o
1

y=49.641x+49.363
R?=0.9884

[ L = L
o o o o
| | 1 |

Inhibicion plaquetaria (%)
=

=)

0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5
Proteina (mg/mL)

Grafica 5. Regresion lineal para la determinacion del valor de ICso de inhibicidn de

la agregacion plaquetaria del hidrolizado de 24 h de la globulina.
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10.8 Curva estandar de marcadores utilizados en gel de Sephadex G-15.

Tabla 42. Valores de los logaritmos de pesos moleculares correspondientes a la

curva estandar de marcadores utilizados para la filtracion en gel Sephadex G-15.

Proteina Ve/Vo*  Log PM°
Triosa-Fosfato-lIsomerasa 0.607 1.425
Mioglobina 1.221 1.230
o-Lactato-Albumina 1.513 1.152
Aprotinina 2.133 0.813
Insulina 2.667 0.544
Bradicinina 3.487 0.025

 Volumen de elusion/Volumen de vacio.

b Logaritmo del peso molecular.

16 -

1.4 -

y =-0.4920x + 1.8185
R2=0.9816

Log (PM)
o

e
o
1

0.2 -

0 0.5 1 1.5 2 2.5 3 3.5 4
Vel/Vo (mL)

Grafica 14. Curva estandar de marcadores para la filtracion en gel de Sephadex
G-15.
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10.9 Perfil de filtracién en gel de Sephadex G-15 de los hidrolizados de 24 h
de albumina 1y globulina.

Tabla 43. Valores obtenidos de los pesos moleculares relativos de las fracciones

de la albumina 1.

No. Fraccion Peso molecular

(KDa)
Al 12.6
A2 5.55
A3 2.99
A4 1.61
A5 0.57

Tabla 44. Valores obtenidos de los pesos moleculares relativos de las fracciones

de la globulina.

No. Fraccion Peso molecular

(KDa)
G1 10.7
G2 5.44
G3 3.87
G4 1.39
G5 0.79
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10.10 Inhibicién de la agregacién plaquetaria de las fracciones de péptidos
de laalbumina 1y globulina.

Tabla 45. Valores obtenidos del porcentaje de inhibicion de la

agregacion plaquetaria de las fracciones de péptidos de la albumina 1.

No. Fraccidon Inhibicién agregacién plaquetaria

(%)
Al *82.48+0.35°
A2 *26.08+0.33°
A3 72.61+0.79°
A4 73.25+0.27°
A5 *75.65+0.27°

? Desviacion estandar, *Diferencia significativa (p<0.05).

90



Tabla 46. Valores obtenidos del porcentaje de inhibicién de

agregacion plaquetaria de las fracciones de péptidos de la globulina.

No. Fraccion Inhibicién agregacién plaquetaria

(%)
G1 *19.99+0.23°
G2 *81.28+0.17°
G3 *68.48+0.64°
G4 *76.86+0.37°
G5 *73.6940.19°

? Desviacién estandar, * Diferencia significativa (p<0.05) .
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10.11 Inhibicion de la agregacion plaquetaria de las fracciones de péptidos

Aly G2 inducido con ADP.

Tabla 47. Valores obtenidos del porcentaje de inhibicion plaquetaria de las

fracciones de péptidos A1y G2 con ADP.

Péptido Activacion plaguetaria

(%)
A1 *62.23+8.51°
G2 *57.86+12.8°

2 Desviacion estandar, ~ Diferencia significativa (p<0.05).
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Tabla 48. Valores obtenidos del porcentaje de inhibicion plaquetaria de las

fracciones de péptidos A1y G2 con epinefrina.

Péptido Activacion plaguetaria

(%)
A1 *43.24+16.0°
G2 *46.34+13.2°

? Desviacion estandar, ~ Diferencia significativa (p<0.05).
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