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RESUMEN

La globulina 11S de amaranto es la mas abundante proteina de almacenamiento en
semillas maduras y es ampliamente reconocido por su valor nutricional. En este
estudio, esta proteina se le ha insertado cuatro pares del péptido valina-tirosina en
cada una de las regiones variables, generando cinco proteinas modificadas. Cada
una de estas proteinas fueron expresadas en E. coli BL21-CodonPlus(DE3)-RIL en
el medio F8PW disefiado en este estudio para la produccién de proteinas
recombinantes. Después de purificar estas proteinas fueron analizadas por
espectroscopia de fluorescencia y dicroismo circular, asi como su estabilidad a la
desnaturalizacion térmica y quimica. Las inserciones en las regiones variables
afectaron en la expresion de las proteinas observando un mayor rendimiento de la
proteina sin modificar. Las proteina modificadas mantienen la estructura Beta |
como la que presenta la proteina nativa, sin embargo, la modificacion de la region
[, 111, IV 'y V, modifica el patron de replegamiento in vitro de la proteina nativa. Las
inserciones en las regiones Il y V cambian la estabilidad térmica de la globulina 11S
de amaranto. La proteina R5 forma una estructura ordena diferente a la proteina
nativa y al ser digerida por proteasas digestivas liberan los péptidos bioactivos VY

presentando actividad funcional in vitro.
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SUMMARY

The amaranth 11S globulin is the most abundant storage protein in mature seeds
and is widely recognized for its nutritional value. In this study, this protein has been
inserted four pairs of valine-tyrosine peptide in each of the variable regions,
constructing five modified proteins. Each of these proteins was expressed in E. coli
BL21-CodonPlus (DE3) —RIL strain in the FBPW medium which it was designed in
this study for the production of recombinant proteins. After purifying these proteins,
they were analyzed by fluorescence and circular dichroism spectroscopy, as well as
their stability to thermal and chemical denaturation. The bioactive peptide insertions
in the variable regions affected the expression of the proteins, observing a higher
yield of the unmodified protein. The modified proteins maintained the beta | structure
as the one presented by the native protein, however, the modification in the regions
[, I, IV and V, modifies the in vitro refolding pattern. The insertions in regions llI
and V change the thermal stability of 11S amaranth globulin. The R5 protein
acquired an arranged structure different to the native protein and the bioactive
peptides presented in vitro functional activity after that protein were digested by

digestive proteases.
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1. INTRODUCCION

Las proteinas son parte esencial de la alimentacion y las semillas constituyen la
principal fuente de origen vegetal para la alimentacion humana debido a su bajo
costo, facilidad de almacenamiento y distribucion. Entre éstas proteinas de reserva
se encuentran las globulinas 11S, que han sido objeto de mdultiples estudios,
encaminados a la modificacion de su valor nutrimental y funcional. La amarantina
es la proteina de reserva mas abundante en la semilla de amaranto, de su estructura
secundaria y terciaria se han reportado cinco regiones variables que sugieren
pueden ser modificadas sin alterar la sintesis, el correcto plegamiento y la funcién
intrinseca de esta proteina (Tandang-Silvas y col., 2012).

Por otro lado, se conocen algunos péptidos con actividad biologica benéfica en
humanos, al ser liberados mediante digestion e ingresados al torrente sanguineo.
Por ejemplo, se ha reportado que el biopéptido Valina-Tirosina (VY) tiene un efecto
antihipertensivo, inhibiendo a la Enzima Convertidora de Angiotensina (ECA),
comprobado in vitro como in vivo en modelos animales y en humanos (Kawasaki y
col., 2000).

En México se estima que el 33.3% de la poblacion (alrededor 22.4 millones de
personas) padecen de hipertension arterial (ENSANUT, 2017). Por lo que el disefio
de un alimento nutracéutico que aporte nutrientes y ademas tenga la propiedad
biolégica de ayudar a contrarrestar los efectos negativos de la hipertension arterial,
puede ser una buena alternativa para la poblacion afectada por esta enfermedad, al
reducir el consumo de farmacos antihipertensivos, lo cuales provocan efectos
secundarios y ademas, generar un ahorro en el tratamiento de esta enfermedad
para el sector salud. En este trabajo se pretende la insercion del péptido VY en cinco
regiones variables de la globulina 11S de amaranto, para comparar los efectos que
provoca esta modificacion en la expresion de la proteina en E. coli, midiendo
variables como el rendimiento y solubilidad de la proteina modificada. Esta
informacion sera (til para plantear una estrategia adecuada hacia el disefio de un
alimento antihipertensivo.




2. ANTECEDENTES

2.1 PRESION SANGUINEA

La presion sanguinea es controlada por diferentes rutas bioquimicas, se considera
qgue el principal regulador es el sistema RAS (de sus siglas en ingles renin-
angiotensin system), sin embargo, existen otros reguladores como el sistema KNOS
(de sus siglas en ingles kinin-nitric oxide system), el sistema neutral endopeptidasa
y el sistema ECES (de sus siglas en ingles endothelin-converting enzyme system)
el cual genera péptidos vasoreguladores de manera independiente a ACE. Cada
uno de estos sistemas de regulacion genera una variedad de péptidos que en
conjunto modulan la presion sanguinea, el fluido, el balance electrolitico a través de
la unidn de receptores de membrana en diferentes tejidos y organos. También la
presion sanguinea puede ser afectada por el aumento o descenso del volumen de

sangre en los vasos sanguineos o por obstruccion de estos.

2.2 SISTEMA RENIN-ANGIOTENSINA

El sistema RAS es el principal regulador de la presion sanguinea, el balance
electrolitico, renal, neuronal y funciones endocrinas asociadas al control
cardiovascular. En la figura 1 se muestra el sistema RAS, el cual comienza con el
angiotensindgeno un glicopéptido inactivo, con un peso molecular de 60 kDa, que
se distribuye en los tejidos del cuerpo, el plasma sanguineo y fluido cerebroespinal.
La renina es una proteinasa de 350 aminoacidos que proviene de su precursor
inactivo la prorenina por la accion de la calicreina. La principal fuente de renina, son
las células juxtaglomerulares del higado siguiéndole la glandula submaxilar y el
fluido amnidtico. Existen muchos factores que influyen en la liberacion de la renina
como es la presiéon por perfusion renal, perdida de sales y la estimulacion de los

receptores B2 por la aldosterona.




Angiotensinogen
Kallikrein
Renin == Frorenin

Angiotensin |

l ACE andf/or Chymase

Angiotensin Il

Aminopeptidase A / \‘ Aminopeptidase N

Angiotensin lll Angiotensin IV

Figura 1. Sistema de regulacién RAS de la presion arterial.

La renina es responsable de la liberacion de la angiotensina | a partir del
angiotensinogeno, el cual se encuentra en el plasma sanguineo a una concentracion
ala cual no es posible saturar a la renina, por lo que los cambios en la concentracion
de angiotensinégeno podrian influir en la produccion de Angiotensina | vy

posteriormente Angiotensina Il.

La Angiotensina |, es un decapéptido que ha sido localizado en el plasma sanguineo
y en la mayoria de los 6rganos del cuerpo, como el cerebro, corazén, pulmones,
rifones y el aparato reproductivo. La angiotensina | es sustrato de la enzima ECA
(Enzima Convetidora de Angiotensina) removiendo el dipéptido HL (Histidina-
Leusina) de su carbono terminal, formando el péptido angiotensina I, el cual es un
potente vasoconstrictor. ECA también remueve el dipéptido del carbono terminal de
la Bradiquinina (un potente vasodilatador), provocando la formacién de un péptido
inactivo. Los niveles de la angiotensina Il y la bradiquinina estan dirigidos por la

enzima ECA e influye en la regulacion de la presion sanguinea periferial.

La liberacién de la Angiotensina Il induce respuestas en ciertos 6rganos que tienen
sus receptores AT1, AT2 y AT3 activados. El principal efecto de la angiotensina Il
es el control de la presion arterial, el volumen sanguineo, las interacciones
neurotransmisoras y sobre la actividad de la hormona Gn-RH que libera

gonodotropinas y otras hormonas.




La Angiontensina Il es sustrato de varias enzimas lo cual genera péptidos con
diferentes actividades biologicas. Por ejemplo, la aminopeptidasa A y la
aminopeptidasa N forman angiotensina Il y IV respectivamente. La Quimasa que
se encuentra en los mastocitos y endotelio de corazén, conviertiendo Angiotensina
| a Angiotensina Il. En el ventriculo izquierdo del corazon la quimasa se encuentra
en su forma mas activa en la formacion de Angiotensina Il y en otros
compartimientos del corazon domina la actividad de ECA en la formacion de
Angiotensina Il. Como un sistema de autoregulacion la Angiotensina Il puede inhibir

alarenina.

2.3 CARACTERISTICAS DE LA ENZIMA ECA

La enzima ECA es una metalocarboxipeptidasa dependiente del ion de cloro. Se
han identificado tres isoformas: la somatica (SECA), la germinal (QECA) y una
homéloga denominada ECA2. Estas enzimas pueden estar localizadas en la
superficie de las células endoteliales en distintos érganos, musculo esquelético,

glandula suprarrenal y placenta.

La sECA es una péptidasa transmembranal la cual se une a la superficie externa de
la membrana plasméatica celular por medio de dominios de anclaje hidrofobico y se
puede liberar la enzima en el plasma sanguineo a través de una actividad de

excrecion.

La enzima seECA y geECA contiene 2 y 1 sitios activos respectivamente, la ECA2
contiene 1 solo sitio activo y tiene la capacidad de hidrolizar angiotensina | y
angiotensina Il, pero no modifica a la bradiquinina. Los péptidos sustratos de ECA
deben contener libre el anion carboxilato en su extremo terminal, el cual se debe
anclar a un grupo basico cargado positivamente y el sitio de corte debe estar en

yuxtaposicion al ién Zn?* en el sitio activo.




2.4 PEPTIDOS BIOACTIVOS

Los alimentos se consideran reservorios de energia y componentes béasicos para el
mantenimiento y crecimiento del cuerpo, aunado a esto, también pueden ser una
fuente de compuestos con actividad biolégica benéficos para la salud humana, la
mayoria de estos compuestos son los péptidos bioactivos, los cuales se definen
como aquellos residuos de aminoacidos de 2-20, que tienen una respuesta
fisiologica ejerciendo un papel en la regulacibn y modulacion metabdlica,
dependiendo de su secuencia estos péptidos pueden presentar actividad opioide,
inmunomoduladora, antimicrobiana, transportadora de iones, antioxidante,
antitrombdtica y antihipertensiva. Generalmente estos péptidos se encuentran
inactivos dentro de una proteina nativa y pueden ser liberadas por hidrdlisis quimica
0 enzimatica durante la digestion gastrointestinal o durante el procesamiento de
alimentos. Después de la digestion, los péptidos pueden ser absorbidos en el
intestino delgado e ingresar al torrente sanguineo ejerciendo su efecto sistémico
(Hartmann y col. 2007).

Entre los diferentes tipos de péptidos bioactivos, los que presentan actividad
antihipertensiva han ganado gran importancia debido al aumento de la incidencia
de esta enfermedad en la poblacion y porque esta es uno de los mayores factores
de riesgo para las enfermedades cardiovasculares y cerebrovasculares, que
pueden dar inicio a la insuficiencia renal. En México el 30% de los adultos presentan
hipertension arterial (mayor a 140/90 mmHg) y el 30% de las personas son obesas
(ENSANUT, 2017). La Organizacion Mundial de la Salud estima que para el 2020
estas enfermedades sobrepasaran las enfermedades infecciosas para llegar a ser

la principal causa de muerte y discapacidad en el mundo (WHO, 2017).

Actualmente se conocen diversos péptidos con actividad hipertensiva que se han
reportado como péptidos capacidad inhibitoria de la ECA, que juegan un papel
importante en la regulacién de la presién arterial (Daskaya y col. 2017). Se han
probado su actividad antihipertensiva in vivo en ratas hipertensas innato
homocigotas (Martin y col., 2017) y en humanos (Matsui y col. 2002; Foltz y col.,

2007). Una observacion importante de los ensayos de actividad antihipertensiva in




vivo, es que los péptidos antihipertensivos que se han estudiado tienen poco o
ningun efecto secundario en individuos sanos y no altera la presién arterial de los

sujetos normotensos (Martin y Deussen, 2017).

El péptido bioactivo VY es un péptido con actividad antihipertensiva que fue
encontrado en musculo de sardina (Matsui y col., 1993) y se observo en ratones
transgénicos con el gen de humano de la renina, una reduccion de la presién arterial
a las 11 semanas, con un efecto de hasta 9 horas después de su ingestion (Matsui
y col., 1993). En humanos con mediana presion arterial que ingieren una dosis de 3
mg del péptido VY/dia, se observa una reduccion de 5 a 10 mmHg de presion

sanguinea (Kawasaki y col., 2000).

2.5 PROTEINAS RECOMBINANTES

En ingenieria genética o tecnologia del ADN recombinante ha sido la herramienta
principal para la produccién de proteinas recombinantes. Esta tecnologia ha tomado
en los ultimos tiempos una gran relevancia. Con la posibilidad de producir proteinas
de importancia médica o industrial a través de microorganismos de facil
manipulacion genética y eficiencia productiva para contener y producir un gen
distinto al de su genoma. Los organismos mas utilizados han sido desde bacterias
(las mas comunes), levaduras, algas, cultivo de tejidos de plantas y células de

insecto y mamiferos).

E. coli ha sido el organismo mas utilizado para la produccion de proteinas
recombinantes, ya que esta bacteria crece rapidamente, a altas densidades, en
medios de cultivo simples; de facil manejo, es facil de modificar genéticamente
encontrandose disponibles diferentes tipos de vectores y cepas de expresion, tiene
las tasas mas altas de productividad en la produccion de proteinas recombinantes,
con una acumulaciéon posible de hasta 80% de su peso seco. Todas estas
caracteristicas se ven reflejado en la obtencién de proteinas recombinantes a un
relativo bajo costo. Sin embargo, los medios de cultivo disponibles para el

crecimiento de E. coli tiene un costo alto, por lo que es importante buscar fuentes




alternativas de nitrégeno y carbono disponibles en México, que permitan reducir el

costo de este insumo.

2.6 ESPECTROSCOPIA DE FLUORESCENCIA

La Fluorescencia es un fenbmeno fisico mediante el cual ciertas sustancias
absorben energia en forma de radiacion electromagnética emitiéndola en una
longitud de onda mayor en un periodo de tiempo muy corto. La luz puede ser
absorbida y emitida por ciertos compuestos y a este proceso se lo denomina
luminiscencia. En la fluorescencia el tiempo entre la absorcion y emision de la luz
es del orden de 10-8 segundos, y dura Unicamente mientras existe el estimulo, es
un fendmeno virtualmente instantaneo. La espectroscopia de fluorescencia es un
método muy usado por su alta sensibilidad, por la caracterizacion y desarrollo de
distintos fluoroforos, usada en: estudios de dinamica molecular, analisis estructural
de proteinas, cuantificacion de iones en compartimentos celulares, microscopia,
analisis de potencial de membrana, interacciones entre macromoléculas, etc.
Comparada con la espectroscopia de absorcion, la sensibilidad de los métodos
basados en fluorescencia es 10 a 10.000 veces mayor, esto significa que se pueden
analizar nano gramos a pico gramos de diversos analitos con muy buenos
resultados, ademas es posible identificar moléculas especificas en matrices
complejas, sin embargo, su uso es limitado a la relativamente poca cantidad de
sistemas quimicos que exhiben fluorescencia o al uso de sondas fluorescentes que

se unen a grupos funcionales especificos en la molécula en estudio.

Fluoréforos

La fluorescencia es el resultado de una serie de procesos que ocurren en ciertas
moléculas llamadas fluoréforos. Dichas moléculas son generalmente organicas poli
aromaticas o heterociclos. Los &tomos son generalmente no fluorescentes, pero una
notable excepcién son los lantanidos, por ejemplo, europio o terbio, cuya
fluorescencia resulta de la transicion electronica entre orbitales f. Los fluoroféros se
pueden dividir en dos clases generales: extrinsecos e intrinsecos. Se denomina

fluoréforo intrinseco a aquel que por si mismo presenta fluorescencia. Por ejemplo




el grupo indol del triptéfano en las proteinas. Un fluoréforo extrinseco es aquel que
Se agrega a una muestra que no presenta fluorescencia. Por ejemplo el 1,6-difenil-
1,3,5 hexatrieno (DPH) que se utiliza para medir fluidez de membranas, las cuales

no presentan fluorescencia.

Fundamento

Cuando el fluoréforo absorbe luz uno de sus electrones pasa a un estado excitado
(de mayor energia) que es inestable y al retornar a su estado basal, el exceso de
energia se libera en forma de luz pero de una longitud de onda mayor (menor
energia) a la de excitacion. Este proceso es representado por el diagrama de Perrin-
Jablonski (Figura 2). Un fluoroforo absorbe energia electromagnética pasando de
un estado electronico “basal” (S0) a un estado electrénico “excitado” (S1) luego de
absorber un foton (es decir, luz) de energia: E = h .vex; donde E es la energia, h es
la constante de Planck y vex es la frecuencia de excitacion. Esta energia es
suministrada por una fuente de luz externa. La absorcién de luz produce una
transicion electronica en el fluoréforo: un electron es promovido desde el orbital
molecular ocupado mas externo al orbital molecular desocupado mas cercano al
mismo (Figura 2). Este proceso esta dirigido por distintas reglas de seleccion y la
probabilidad de que la transicion se produzca esta reflejada por el coeficiente de
absortibidad molar, € (M-1. cm-1) que esta determinado por la ley de Lambert y Beer
para cada longitud de onda: A = €.l.c, donde A es la absorbancia, | es el paso 6ptico

y ¢ la concentracion del fluoréforo.

En fosforescencia el electron excitado sufre una transicion a un estado mas estable
(T1), y la emisién con energia hvem” resulta mantenida por un tiempo prolongado.
En fluorescencia el estado excitado dura un tiempo finito, normalmente entre 10-9
a 10-8 segundos. En este tiempo el fluoréforo sufre cambios conformacionales y
estd sujeto a mdultiples interacciones con el medio ambiente molecular. Estos
procesos tienen dos consecuencias importantes (Figura 1): 1) debido a la energia
gue se disipa durante el tiempo de vida del estado excitado, el fotbn de energia

emitido hvem, es de menor energia que el fotdbn que el fluor6foro absorbid




previamente, por lo tanto la longitud de onda de emision es mayor que la de
excitacion; 2) no todas las moléculas que se excitaron inicialmente por absorcion
retornan al estado basal de energia por emision de fluorescencia. Otros procesos
como por ejemplo: “quenching” colisional, transferencia de energia de fluorescencia
por resonancia (RET), conversion interna o desactivacién no radiativa y formacion
de un fotoproducto pueden disminuir la cantidad de moléculas en el estado excitado
y por lo tanto disminuyen el rendimiento cuantico de fluorescencia (Figura 2). El
rendimiento cuantico de fluorescencia, ®F es la razon entre la cantidad de fotones
emitidos y la cantidad de fotones absorbidos por una molécula: ®F = cantidad de
fotones emitidos / cantidad total de fotones absorbidos.
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Figura 2. Diagrama de Perrin-Jablonski

Analisis estructural de las proteinas

Hay solo tres aminoacidos aromaticos que absorben luz en la region del ultravioleta
cercano (A > 240 nm) y son: fenilalanina (Phe), tirosina (Tyr) y triptéfano (Trp). El
espectro de emision de fluorescencia de las proteinas esta determinado por la
presencia en la cadena proteica de dichos aminoacidos. Ademas existen cofactores
como FMN, FAD, NAD y porfirinas que también presentan fluorescencia cuando

estan presentes en las proteinas. Los cambios de la fluorescencia intrinseca pueden




ser usados para monitorear cambios estructurales en la proteina. Los tres
aminoacidos aromaticos tienen distinta absorcion y emision de fluorescencia, como

se resume en el cuadro 1.

Cuadro 1. Caracteristicas de fluorescencia de los aminoacidos aromaticos

:"-re: {n m} :"-em (um} ¢}'
Trp 205 353 0.20
Tyr 275 304 0.14
Phe 260 282 0.02

La fluorescencia de una proteina es una sumatoria de las fluorescencias de los
distintos residuos aromaticos que posee, pero generalmente se estudia entre 280-
295 nm siguiendo la fluorescencia del triptofano. Generalmente, se mide la emision
de fluorescencia del triptéfano por su mayor rendimiento cuantico y su vida media
mas prolongada. Ademas, la proximidad de estos tres aminoacidos en la estructura
de una proteina permite que ocurra transferencia de energia por resonancia (RET)
entre Phe y Tyry entre Tyr y Trp, siendo la fluorescencia del Trp la Unica que no se
transfiere. Las proteinas usualmente tienen un numero limitado de Trp y este

generalmente se localiza en el sitio activo de las proteinas.

La tirosina (al igual que el triptéfano) tiene una fuerte banda de absorcion a 280 nm,
pero es un emisor mas débil que el triptofano, que puede contribuir
significativamente a la fluorescencia de una proteina, ya que normalmente esta
presente en un numero mayor y también puede ser facilmente transferida si se
encuentra cerca del triptéfano. La fenilalanina conformada por un anillo bencénico
