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RESUMEN

La hipertension es uno de los factores de riesgo clave en el desarrollo de las enfermedades
cronicas no transmisibles (ECNT), reportdndose que los compuestos bioactivos de ciertos
alimentos, entre ellos la quinua (Chenopodium quinoa Willd.), promueven la disminucién
del riesgo de padecer dichas ECNT. Asi, el objetivo de la presente investigacion fue
evaluar la bioactividad antihipertensiva, a traves de la inhibicion de la enzima convertidora
de angiotensina (ACE, por sus siglas en inglés) y la antioxidante, mediante cambios en el
estrés oxidativo, niveles de glucosa y perfil lipidico, de dos variedades de quinua (Negra
Collana y Roja Pasankalla) en ratas Holtzman inducidas a hipertension. Para ello, se
distribuyeron aleatoriamente 30 ratas en 5 tratamientos. Con excepcion del control
negativo, los 4 tratamientos restantes fueron inducidos a hipertension y alimentados,
durante 21 dias, con 1) quinua roja, 2) quinua negra, 3) dieta estdndar (DE) + farmaco
antihipertensivo (FA) y 4) DE sin FA, respectivamente. Finalizada la fase experimental,
los animales fueron sacrificados y los resultados obtenidos fueron sometidos a ANOVA
bajo un DCA y la prueba de comparaciéon de medias se calculé mediante Duncan, usando
el software estadistico Statgraphics. Se determind que el consumo de quinua roja
incremento significativamente (p<0.05) los niveles de HDL-c y la inhibicién de la ACE en
rindn. Ademas, indistintamente de la variedad de quinua, se vio gue su consumo aumento
la actividad antioxidante in vivo y redujo los niveles de glucosa. La inhibicién de la ACE
en sangre fue mayor tras el consumo de quinua negra. Asimismo, la quinua negra presento
mayor capacidad antioxidante y antihipertensiva in vitro. En conclusion, el consumo de
quinua roja mejoré los niveles de HDL-c, mientras que el consumo de ambas variedades
incremento la actividad de las enzimas antioxidantes enddgenas y la inhibicion de la ACE.
Ademas, a nivel in vitro es la quinua negra la que presenta mayor bioactividad antioxidante

y antihipertensiva.

Palabras clave: quinua, hipertension, actividad antioxidante, actividad antihipertensiva



ABSTRACT

Hypertension is one of the key risk factors involved in the development of chronic non-
communicable diseases (CNCD), being quinoa (Chenopodium quinoa Willd.) a good
source of bioactive compounds that could reduce the risk of suffering said CNCD. The aim
of this work was to determine both antihypertensive and antioxidant bioactivities, by
inhibiting the angiotensin-converting enzyme (ACE), and by changes in oxidative stress,
glucose levels and lipid profile, respectively, of two varieties of quinoa (Negra Collana and
Roja Pasankalla) in Holtzman rats induced to hypertension. 30 rats randomly distributed in
5 treatments were used, and with the exception of the negative control, the remaining 4
treatments were induced to hypertension. Those 4 treatments were fed, for 21 days, with 1)
red quinoa, 2) black quinoa, 3) standard diet (SD) + antihypertensive drug (AD) and 4) SD
without AD, respectively. At the end of the experimental phase, the animals were
sacrificed and the obtained data were submitted to ANOVA under a completely
randomized design and the mean comparison test was calculated using Duncan, by
Statgraphics statistical software. It was observed that the consumption of red quinoa
significantly increased both, the levels of HDL-c and the inhibition of the ACE in the
kidney (p <0.05). In addition, regardless of the variety of quinoa, it was seen that its
consumption not only increased antioxidant activity in vivo but also reduced glucose
levels. The inhibition of ACE in blood was greater after the consumption of black quinoa.
Also, black quinoa showed greater antioxidant and antihypertensive capacity in vitro. To
sum up, the consumption of red quinoa improved HDL-c levels while both varieties
improved the activity of endogenous antioxidant enzymes and the inhibition of ACE. In
addition, at an in vitro level, black quinoa has the highest antioxidant and antihypertensive

bioactivity.

Keywords: quinoa, hypertension, antioxidant activity, antihypertensive activity



I. INTRODUCCION

La quinua (Chenopodium quinoa Willd.) es un pseudocereal andino reconocido por
muchos autores como el grano del siglo XXI. Las proteinas presentes en él tienen alto
valor nutricional debido a su buen balance aminoacidico y al nivel elevado de lisina que

contiene comparado con cereales como el arroz y trigo (Nongonierma et al. 2015).

Por otro lado, los radicales libres son moléculas que estan en formacion continua en las
células y que son neutralizados de manera natural por las defensas antioxidantes del
organismo. Sin embargo, existen factores que producen un desequilibrio en el nimero de
radicales libres, y un exceso de éstos puede dar lugar al desarrollo de estrés oxidativo,
pudiendo conllevar al desarrollo de enfermedades tales como ateroesclerosis o, incluso,
diabetes. Todo esto ha llevado a la busqueda de compuestos antioxidantes naturales para la
prevencion de la oxidacion por parte de los radicales libres, impidiendo que éstos se unan
al oxigeno (Mulero et al. 2011). Ante esto, existen reportes que demuestran la bioactividad
de la quinua frente al estrés oxidativo. Por ejemplo, se menciona que este grano posee
efecto antiinflamatorio y antioxidante debido a los compuestos fendlicos, péptidos
bioactivos y fitoesteroles presentes en €l (Pellegrini et al. 2018, Varli y Sanlier 2016,
Cisneros 2017), presentando mayor bioactividad cuando son sometidos a una coccion
previa (Bernuy 2018, Repo-Carrasco et al. 2011).

Asimismo, la hipertension arterial es la principal causa de enfermedad en los paises
industrializados donde ocasiona el 35 por ciento de mortalidad. Debido a esto, los
alimentos que presentan bioactividad antihipertensiva son de gran interés, siendo la
inhibicién de la enzima convertidora de angiotensina (ACE) el mecanismo in vitro
antihipertensivo mas estudiado. La ACE cataliza la conversion de la angiotensina |
(decapeptido) en angiotensina Il (octapéptido), el cual es un compuesto de elevada
potencia vasoconstrictora (Mulero et al. 2011). Actualmente, se usan inhibidores sintéticos
de la ACE (tales como captopril, enalapril y lisinopril); sin embargo, se ha reportado el uso

de compuestos bioactivos provenientes de fuentes alimenticias que cumplen la misma



actividad (Du et al. 2013). Por ejemplo, en la literatura se reporta la capacidad
antihipertensiva de los péptidos bioactivos y flavonoides en diversas matrices alimentarias
(Zouari et al. 2011), los cuales compiten con el sustrato por el sitio activo de la ACE,
siendo la quinua el grano con mayor capacidad de inhibicidbn de esta enzima en

comparacion con la kiwicha, el trigo sarraceno y diversos cereales (Gomes et al. 2016).

No obstante, la mayoria de estudios disponibles han sido realizados a un nivel in vitro, los
cuales no son concluyentes debido a que el organismo es un sistema complejo. Por ello,
son los estudios in vivo los que determinan la utilidad y eficacia en el individuo, teniendo
en cuenta la actividad selectiva o especifica sobre los érganos o sistemas fisioldgicos
(Galicia et al. 2013). A la fecha, existe en la literatura escasa informacion acerca de la
bioactividad antioxidante y antihipertensiva in vivo de la quinua (Bernuy 2018, Pasko et al.
2010, Takao et al. 2005), estando la mayoria de éstos enfocados en una sola variedad del

grano (generalmente quinua blanca).

Por lo tanto, la presente investigacion busca dar a conocer la bioactividad antioxidante y
antihipertensiva de dos variedades de quinua a un nivel in vivo en ratas inducidas a
hipertensién. Dichas bioactividades fueron medidas sobre el estrés oxidativo, perfil
lipidico, niveles de glucosa y capacidad de inhibicién de la ACE, con lo que se pretende
demostrar la potencialidad de este pseudocereal andino en el campo de la prevencion de

enfermedades.



I1. REVISION DE LITERATURA

2.1.  Quinua

2.1.1. Generalidades

La quinua (Chenopodium quinoa Willd.) es un cereal andino cultivado en los Andes
Sudamericanos desde tiempos ancestrales, y se ha difundido especialmente en Bolivia,
Peri y Ecuador, siendo estos paises los principales productores a nivel mundial.
Actualmente, es cultivada en muchas regiones de la zona andina, Africa, Asia, Australia,
Europa y Norteamérica. La posibilidad de expansién que posee la quinua se debe a su
capacidad de adaptacion en un amplio rango de zonas agroecoldgicas con condiciones

ecologicas extremas (Valencia-Chamorro 2016).

La quinua tiene la siguiente clasificacion taxonémica (Gandarillas 1979):

Reino . Vegetal

Division . Angiospermophyla

Clase . Dicotyledonea

Sub clase : Archichlamydeae

Orden . Centrospermales

Familia . Chenopodaceae

Género : Chenopodium

Especie . Chenopodium quinoa Willd.

2.1.2. Composicién nutricional

Tal como los cereales, la quinua contiene carbohidratos, proteina, grasa, minerales, fibra y
vitaminas. La composicion quimica de la quinua dependera de la variedad, practicas de

cultivo y el ambiente de éste. Se han reportado valores entre 10.21-18.39 por ciento de



proteina, 2.05-10.88 por ciento de grasa, 3.46-9.68 por ciento de fibra dietaria, 2.12-5.12
por ciento de ceniza y 52.31-72.98 por ciento de carbohidratos en 555 accesiones de

quinua (Valencia-Chamorro 2016).

El contenido proteico de la quinua es alto y varia en un rango de 8 al 22 por ciento,
dependiendo del cultivo. El balance aminoacidico es altamente recomendable para el
consumo humano, principalmente por su alto contenido de lisina, el cual es un aminoacido
esencial normalmente deficitario en los cereales (Hager et al. 2012). Por su parte, Escuredo
et al. (2014) reportan un total de doce aminoacidos en la quinua, entre los cuales figuran:
arginina (R), cisteina (C), isoleucina (1), leucina (L), lisina (K), fenilalanina (F), prolina
(P), serina (S), treonina (T), triptéfano (W), tirosina () y valina (V).

El fraccionamiento de la proteina de quinua muestra la presencia de albdmina 2S,
representando el 35 por ciento del total de la proteina y cuyo peso molecular es de 9 kDa;
asi como de una globulina llamada Chenopodina 11S, que representa 37 por ciento de la
proteina total y esta formada por polipéptidos de bajo peso molecular (22-33 kDa y 32-39
kDa). Existen reportes donde se menciona la toxicidad de la albimina 2S presente en
matrices alimentarias como leguminosas y nueces de Brasil (Moreno y Clemente 2008);
sin embargo, para el caso de pseudocereales como el amaranto se evalué la alergenicidad
de dicha proteina y no se encontré respuesta de inmunoglobulinas E (IgE), por lo que no
se considera toxica en este tipo de matrices (Chakraborty et al. 2000, mencionados por
Orona-Tamayo y Paredes-Lopez 2017). Por otro lado, la Chenopodina presente en la
quinua se caracteriza por su bajo contenido de aminoacidos azufrados con relacién a las
otras proteinas de la quinua. Por su parte, la albimina 2S de la quinua es rica en cisteina,
pero no en metionina (Abugoch et al. 2009). Brinegar y Goundan (1993) mostraron
mediante electroforesis que las proteinas de almacenamiento de la quinua pueden ser
clasificadas como albdminas y globulinas. Asimismo, la quinua es considerada un grano

libre de gluten, debido a su escaso contenido de prolaminas (Valencia-Chamorro 2016).

2.2. Bioactividad de la quinua

2.2.1. Compuestos bioactivos sobre el estrés oxidativo

Una de las consecuencias inevitables de la respiracion en organismos aerdbicos es la



creacion de radicales libres, tales como el superoxido (O2) y el hidroxilo (OH:), entre otras
especies reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés). Estos radicales son muy
inestables y reaccionan rapidamente con otros grupos de sustancias en el organismo,
causando asi, dafio celular y tisular. Asimismo, también pueden dafar proteinas, causar
mutaciones en el ADN, oxidar la membrana fosfolipidica y modificar las lipoproteinas de
baja densidad (LDL) (Sarmadi & Ismail 2010).

Sin embargo, hasta cierta medida los radicales libres son favorables, debido a que ejercen
funciones de sefializacién y defensa ante las infecciones. El cuerpo humano esta disefiado
para contrarrestar las consecuencias de la formacion de éstos mediante mecanismos de
defensa (accion de las enzimas enddégenas superdxido dismutasa y glutation peroxidasa).
No obstante, cuando la produccion de radicales libres supera su inhibicion o ésta se da de
manera inadecuada, los mecanismos de defensa no se dan abasto, generando lo que se
conoce como estrés oxidativo, siendo esta condicion la que promueve la aparicion de
enfermedades cronicas. Ademas, el estrés oxidativo puede contribuir al desarrollo de la
diabetes tipo Il, debido a que la generacion incontrolada de radicales libres da pie a
factores de inflamacion que favorecen el aumento de la resistencia a la insulina o dafio en
la secrecion de la misma (Escudero 2012, Sarmadi & Ismail 2010). Los pacientes con
diabetes generalmente presentan mayor estrés oxidativo que las personas sin esta
condicion. Asimismo, las complicaciones de la diabetes no son solo debido a los efectos
toxicos de la hiperglicemia crénica, sino también al incremento del estrés oxidativo, debido
a que podria darse el desarrollo de disfuncion endotelial. Es por ello, que el consumo de
antioxidantes y un cambio en el estilo de vida ayuda tanto a la mejora de dicho estrés

oxidativo como al control de la glicemia (Dasgupta y Klein 2014).

Asimismo, el estrés oxidativo tiene una funcion importante en el inicio o progreso de
complicaciones cardiovasculares (ateroesclerosis y alteraciones en el metabolismo de
lipidos) en pacientes con sindrome metabdlico. Por ejemplo, los sujetos con bajos niveles
de lipoproteinas de alta densidad (HDL) muestran un estrés oxidativo elevado y poseen
subespecies de particulas HDL con actividad antioxidante intrinseca disminuida, lo cual
estd intimamente relacionado con su composicion quimica alterada. Es por todo ello que
dada la estrecha relacion entre el estrés oxidativo y la incidencia de enfermedad, el control

del primero parece ser uno de los pasos cruciales para controlar el progreso de estas



enfermedades o prevenir sus complicaciones (Sarmadi & Ismail 2010, Kontush et al.
2005).

Asi, los antioxidantes provenientes de la dieta son importantes debido a que captan dichos
radicales libres o inhiben/activan ciertas enzimas pro/antioxidativas, respectivamente. La
ingesta de éstos se relaciona con la reduccién del riesgo de enfermedades cardiovasculares
y de ciertos tipos de cancer. En este sentido, un extenso nimero de antioxidantes han sido
aislados e identificados de fuentes naturales con el objeto de estudiar su efecto in vivo.
Entre ellos se tienen a la vitamina C y E, polifenoles, flavonoides, carotenoides y selenio,
siendo este ultimo ademas de antioxidante, cofactor de la enzima glutation peroxidasa
(Escudero 2012). El contenido de flavonoides de la quinua y kafiihua es excepcionalmente
alto, con valores promedio de 59 y 90 mg/100 g, respectivamente; reconociéndose asi estos
granos andinos como una excelente fuente potencial de compuestos bioactivos (Repo-
Carrasco et al. 2010). Asimismo, se reportd que la quinua proveniente de Japon presenta
una mayor capacidad antioxidante en comparacion con las variedades sudamericanas
(Hirose et al. 2010). La capacidad antioxidante de la quinua se debe principalmente a su
contenido de polifenoles totales, los cuales estan presentes en mayor concentracion en
aquellos granos sometidos a una previa coccién, en comparacion con los granos tostados y
crudos. Ademas, dichos compuestos bioactivos se encuentran en mayor proporcion en las

variedades de quinua coloreadas (Bernuy 2018).

Por otro lado, los compuestos antioxidantes derivados de alimentos son de gran interés
también por su relacién con las propiedades organolépticas alimenticias, debido a que la
oxidacion lipidica mediada por radicales libres genera sabores rancios, decoloracién y
compuestos toxicos indeseables, disminuyendo la calidad y el tiempo de vida util. Ante
esto, la adicidn de antioxidantes sintéticos en el procesamiento de alimentos es una practica
comun para evitar los problemas mencionados; sin embargo, su uso es limitado debido a la
carcinogenicidad y los peligros para la salud que podrian ocasionar (Garcia et al. 2013,
Halim et al. 2016). La quinua presenta cantidades importantes de tocoferoles, los cuales se
conocen por evitar la rancidez oxidativa de los aceites insaturados (Alvarez-Jubete et al.
2009).



2.2.2. Compuestos bioactivos sobre la hipertension arterial

La hipertension se define como un aumento persistente de la presion arterial (fuerza
ejercida por unidad de &rea sobre las paredes de las arterias), y para ser considerada como
tal, la presion arterial sistolica (PAS) o presion de la sangre durante la fase de contraccion
del ciclo cardiaco, tiene que ser de 140 mm Hg o superior; y la presion arterial diastolica
(PAD) o presion durante la fase de relajacion del ciclo cardiaco, tiene que ser de 90 mm
Hg o superior. La lectura se expresa como 140/90 mm Hg. El individuo normotenso tiene
una PAS inferior a 120 y una PAD inferior a 80 mm Hg, lo que se expresa como 120/80

mm Hg (Couch y Krummel 2008).

Actualmente, la hipertension arterial afecta aproximadamente a un 25 por ciento de la
poblacion adulta en el mundo y se predice que alcanzaré al 29 por ciento para el afio 2025.
A pesar de ser una enfermedad controlable, la hipertension se asocia con enfermedades,
tales como la ateroesclerosis, infarto al miocardio y accidentes cerebro vasculares (ACV)
(Soares de Castro y Sato 2015). Asimismo, la hipertension no tratada conduce a
enfermedades degenerativas como insuficiencia cardiaca, enfermedad renal en fase
terminal y enfermedad vascular periférica. Se le conoce como el asesino silente, debido a
que las personas que la padecen pueden permanecer asintomaticas durante afios y después

sufrir un ataque cardiaco mortal (Couch y Krummel 2008).

La influencia de los factores dietéticos sobre los niveles de presion arterial ha sido
reconocida desde hace muchos afios. Existe una clara relacion entre el consumo de sal,
ingesta excesiva de alcohol y sobrepeso con la presion arterial. Por ejemplo, en sociedades
donde se afiade sal a los alimentos, las presiones son mayores que en las que no lo hacen (a
cualquier edad que se considere). Asimismo, se ha observado una relacién inversa entre la
ingesta de calcio y potasio con los niveles de presion arterial. Se reporta que dos
poblaciones con similar ingesta de sodio presentaron diferencias en la presion arterial,
siendo menor en aquella donde adicionalmente se consumia una mayor cantidad de potasio
(Herndndez y Sastre 1999). En relacion al sobrepeso, el mismo autor sefiala que la
reduccién de éste es la principal medida no farmacoldgica en el tratamiento del paciente

hipertenso.



Los farmacos antihipertensivos actian a través de mecanismos de accion muy variados, lo
que les otorga un perfil de efectos adversos y utilidad terapéutica a cada uno de ellos. En
muchas ocasiones se usan de forma combinada, con la finalidad de minimizar las
reacciones adversas que puedan aparecer. El tratamiento farmacol6gico para la
hipertension incluye diuréticos, B-bloqueantes, inhibidores de la enzima convertidora de
angiotensina (ACE, por sus siglas en inglés), antagonistas del calcio y blogueantes de los
receptores a. La decision de iniciar tratamiento farmacologico va a depender siempre de la
respuesta a las modificaciones dietéticas (disminucion de consumo de sal, aumento del
consumo de frutas y verduras) y a los cambios en el estilo de vida (aumento de actividad
fisica), asi como de los valores de presion arterial y de la presencia de otras enfermedades
(Couch y Krummel 2008, Mestres y Duran 2012).

Los inhibidores de la ACE constituyen una de las primeras opciones para el tratamiento de
la hipertension, debido a su buena tolerabilidad y eficacia, especialmente si existe
insuficiencia cardiaca u otros trastornos cardiovasculares. Al inhibir la ACE, se impide la
sintesis de angiotensina-Il y, por tanto, su accion hipertensiva directa y la secrecion de
aldosterona. Los farmacos mas representativos son enalapril, lisonopril y captopril ((S)-1-
(3-mercapto-2-metil-1-oxopropil)-L-prolina), siendo este Gltimo el mas empleado en el
control de la hipertensién. Sin embargo, estos inhibidores sintéticos pueden causar efectos
adversos como alergias y angioedemas. Su efecto adverso mas relevante es la tos, la cual
suele ser muy molesta y resistente al tratamiento farmacol6gico habitual (Erdmann et al.
2008, Halim et al. 2016, Mestres y Duran 2012, Mulero et al. 2011, Soares de Castro y
Sato 2015). Es justamente debido a dichos efectos adversos que se estd propiciando la
basqueda de fuentes naturales de inhibidores de la ACE, como pueden ser derivados de

proteinas vegetales y animales (Herrera et al. 2014).

La ACE (EC 3.4.15.1) es una Zn-metalopeptidasa y pertenece al grupo de proteasas de Zn,
necesitando de este metal y cloruro para poder realizar su actividad. Ademas, actia como
una exopeptidasa que escinde dipéptidos a partir del extremo C-terminal del decapéptido
angiotensina-I (Couch y Krummel 2008, Korhonen y Pihlanto 2006). La Figura 1 muestra

el mecanismo de accion de la esta enzima.

La ACE se encuentra localizada en mdltiples zonas del organismo como pulmon, rifion,
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Figura 1: Mecanismo de accion de la enzima convertidora de angiotensina
(ACE)

El decapéptido angiotensina-I se hidroliza mediante la ACE, produciendo el potente
octapéptido vasoconstrictor angiotensina-1l. Ademas, dicha ACE inactiva la
bradiquinina (vasodilatador) originando un incremento de la presion arterial y volumen
sanguineo (por la secrecién de aldosterona).

FUENTE: Adaptado de Couch y Krummel 2008

corazén, musculos, pancreas, cerebro, arterias, Utero e intestino y, en el ser humano, se
aprecian dos isoformas. La primera ha sido denominada ACE somética (SACE), la cual
presenta un peso molecular entre 150-180 kDa, con una secuencia de aproximadamente
1277 aminoacidos y se localiza en las zonas antes descritas. La otra isoforma, denominada
ACE germinativa o testicular (tACE), es una enzima mas pequefia con un peso entre 90-
100 kDa y solamente se localiza en células germinativas en el testiculo. Su accion esta
relacionada con la maduracion del esperma. El sitio catalitico de la SACE consiste en tres
sub sitios, los cuales tienen afinidad con los tres aminoacidos hidrofobicos
de la angiotensina-I, contados desde el extremo C-terminal (Dominguez 2009, Korhonen y
Pihlanto 2006, Zhang et al. 2009).



Por otro lado, se reporta a los péeptidos bioactivos como aquellos alimentos funcionales que
poseen mayor relacion con la inhibicion de la ACE. Los péptidos bioactivos representan un
menor costo para el cuidado de la salud, debido a que no presentan los efectos adversos de
los inhibidores sintéticos, presentan mayor afinidad por el tejido y estan sujetos a una
eliminacién mas lenta que los inhibidores sintéticos, es decir, permanecen durante mas
tiempo en el organismo. Estas dos ultimas caracteristicas, junto con una posible
modificacion del péptido en el intestino, parecen ser las razones por las cuales ciertos
péptidos muestran poca actividad inhibidora in vitro, pero un significante descenso de la
presidn sanguinea sistolica in vivo. Cabe recordar que los péptidos bioactivos deben ser
absorbidos facilmente por el intestino y ademas ser resistentes a la degradacién por parte
de peptidasas plasmaéticas para alcanzar los sitios diana y ejercer su efecto antihipertensivo
(Du et al. 2013, Garcia et al. 2013, Korhonen y Pihlanto 2006, Vermeirssen et al. 2004).

Sin embargo, algunos de los péptidos que han sido identificados como inhibidores de la
ACE presentan poco o ningun efecto en la presion sanguinea de personas normotensas,
sugiriendo de esta forma que no ejercen efectos hipotensivos agudos. Asi, los péptidos
bioactivos inhibidores de la ACE pueden ser aplicados como un tratamiento inicial en
individuos con hipertension leve o como uno complementario. Ademas, podrian
representar un tratamiento alternativo y de bajo costo para la hipertension (Erdmann et al.
2008, Garcia et al. 2013).

El mecanismo de inhibicion de la ACE que presentan los péptidos de proteinas derivadas
de alimentos es de via competitiva. Sin embargo, algunos pueden inhibir la ACE de forma
no competitiva (por ejemplo, LW e 1Y) y acompetitiva (por ejemplo IW y FY) (Udenigwe
y Aluko 2012). En la inhibicion competitiva se compite con el sustrato por el centro activo
de la enzima. Asi, un aumento en la concentracion de éste da lugar a una disminucién de la
capacidad de competencia del inhibidor. Los inhibidores no competitivos y acompetitivos
se unen a la enzima en una zona diferente al centro activo, causando su deformacion e
impidiendo la unién con el sustrato. Estos tipos de inhibicion son independientes de la

concentracion de sustrato (Vioque et al. 2000).

Se ha reportado que los péptidos de quinua poseen capacidad antihipertensiva y que ésta es
mayor al de la proteina de quinua aislada (Nongonierma et al. 2015). Ademas, existen

estudios que indican que los péptidos con actividad inhibitoria de la ACE también
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presentan actividad antioxidante en productos fermentados y en peptidos de quinua
(Mulero et al. 2011, Udenigwe y Aluko 2012). Por otro lado, hay revisiones donde se
menciona acerca de la factibilidad de los compuestos fendlicos y flavonoides como
inhibidores de metaloproteasas, tales como la ACE, siendo la quinua una fuente potencial

de dichos compuestos bioactivos (Agi¢ et al. 2018).

2.3. Relacion entre hipertension y estrés oxidativo

El estrés oxidativo esta asociado con la patogénesis de hipertension, siendo la disminucion
de la biodisponibilidad de 6xido nitrico uno de los mecanismos involucrados en dicha
patogénesis (Korsager-Larsen y Matchkov 2016). Las enfermedades cardiovasculares, tales
como la ateroesclerosis e hipertension tienen como origen una falla en la funcion del
endotelio, debido a que éste es un factor clave para el mantenimiento de una buena salud
vascular. El endotelio tiene como rol clave la modulacion de la inflamacion en el
desarrollo de la ateroesclerosis (Chakrabarti y Wu 2016). La inflamacién y estrés oxidativo
estan vinculados en un ciclo de auto perpetuacién que contribuye de forma significativa a
la disfuncién vascular y dafio renal asociado a hipertensién. Ademas, se conoce que un
incremento en las ROS estimula las vias de sefializacion proinflamatorias (Small et al.
2018). Por otro lado, estudios previos hacen hincapié en que el desbalance redox por la
sobreproduccion de radicales libres podria estar asociado con la patogénesis de la
hipertension, aunque no es la Unica causante de la elevacion de la presion arterial

(Korsager-Larsen y Matchkov 2016).

El endotelio vascular es considerado el érgano endocrino mas largo del cuerpo y secreta
una variedad de agentes vasoactivos, tales como el oxido nitrico y el vasoconstrictor
endotelina 1, angiotensina Il y tromboxano. El proceso conocido como disfuncion
endotelial implica una disminuciéon en la disponibilidad de o6xido nitrico, la cual es
atribuida a las ROS. Estos ROS son causantes de inflamacion, hiperactividad del sistema
nervioso simpatico y disturbios del sistema renina-angiotensina. La disminucion de oxido
nitrico trae como consecuencia la reduccién de su potencial antioxidante, lo que favorece
al estrés oxidativo, y a la hipertensién, puesto que el éxido nitrico actla como

vasodilatador (Korsager-Larsen y Matchkov 2016).
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Ademas, la disfuncion endotelial estd involucrada en el sindrome metabdlico y en
enfermedades cardiovasculares tales como ateroesclerosis, hipertension y falla cardiaca. Se
conoce que mecanismos patolégicos como el estrés oxidativo y la sobreactividad del
sistema renina-angiotensina son mediadores de la disfuncion endotelial en general. Por
tanto, la funcion endotelial es un proceso central donde convergen las interacciones entre el

estrés oxidativo y la inflamacion (Chakrabarti y Wu 2016; Small et al. 2018).
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3.1.

I1l. MATERIALES Y METODOS

Lugar de ejecucion y duracion

La investigacion se llevd a cabo en las siguientes locaciones:

Laboratorio de Andlisis Biologico Bioterio de la Facultad de Zootecnia de la
Universidad Nacional Agraria La Molina (UNALM).

Laboratorio de Biotecnologia Industrial del Instituto de Biotecnologia (IBT) de la
UNALM.

La parte experimental tuvo una duracion de 5 semanas distribuidas de la siguiente manera:

3.2.

3.3.

Fase de crecimiento: Este periodo tuvo una duracion de 2 semanas con la finalidad
de homogenizar el peso de los animales. Estos fueron alimentados con una dieta
Unica: Dieta estandar.

Fase experimental: En este periodo se les asignaron los tratamientos a los animales

y tuvo una duracion de 3 semanas.

Materia prima e insumos

Las variedades de quinua: Roja Pasankalla y Negra Collana

Dieta estdndar comercial para ratas elaborada por la Planta piloto de alimentos

balanceados de la UNALM, cuya composicion se describe en el Anexo 1.

Animales experimentales

Se utilizaron 30 ratas albinas machos de la raza Holtzman con un peso promedio de 180 +

20 g, procedentes del Laboratorio de Andlisis Bioldgico Bioterio de la Facultad de

Zootecnia de la UNALM (Lima, Pert). Dichos animales fueron distribuidos aleatoriamente



en 5 tratamientos con 6 repeticiones cada uno.

3.4.

3.4.1.

3.4.2.

Materiales, equipos y reactivos

Materiales

Cénula 17G

Jaulas individuales con bebedero y bandeja de alimentacion.

Materiales de plastico diversos: Tubos para centrifuga, falcons de 15 mL y 50 mL,
tips, jeringas, etc.

Materiales de vidrio diversos: Beakers, matraces, fiolas, homogenizador, etc.
Micropipetas (20-200uL, 100-1000 pL y 0.5-5 mL) (Brand, Alemania)

Tamiz W. S. Tyler Mesh N° 35 (500 pm)

Tubos colectores de suero REF 367815 (BD Vacutainer, Becton Dickinson and
Company, USA).

Equipos

Agitador magnético (Cat®, Modelo M6, Alemania)

Agitador Vortex (VELP® scientific, modelo F202A0175, Alemania)

Balanza analitica (OHAUS®, modelo AR2140, USA)

Balanza digital (Digital®, modelo BS-30002, China)

Centrifuga (Heltrich®, modelo Mikro 220 R, Alemania)

Cocina eléctrica (Ingesa®, Per()

Congelador (Electrolux®, modelo GLFC1326FW1, Canada)

Cromatografo UPLC (Waters Associates®, modelo 2996, USA) con detector de
arreglo de diodos (Waters Associates®, modelo 2996, USA)

Espectrofotémetro (Thermo Scientific®, Genesys 10 UV, USA)

Medidor de nivel de glucosa (ACON®, modelo On Call® Advanced Blood
Glucose Monitoring System, USA)

Medidor de perfil lipidico (ACON® modelo Mission® Cholesterol Monitoring
System, USA)

Molino (IKA®, modelo A11 Basic, USA)

Refrigeradora (LG®, modelo GR-482BEF, Corea)
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3.4.3. Reactivos

- 2,2'-Azino-bis(3-etillbenzotiazolina-6-acido sulfonico) (ABTS) (Sigma Aldrich,
USA)

- 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-acido carboxilico (Trolox) (Sigma Aldrich,
India)

- Captopril (PHR1307, Sigma Aldrich, USA)

- Enzima convertidora de angiotensina (ACE) (EC 3.4.15.1) (1 U/mL) (Sigma
Aldrich, USA)

- Etanol absoluto 96% (Sigma Aldrich, USA)

- Folin-Ciocalteau 2N (Merck, Alemania)

- L-N®-nitroarginina metil éster (Sigma Aldrich, USA)

- Metanol 99.8% (Sigma Aldrich, USA)

- N-Hipuril-histidil-leucina hidratado 98% (Sigma Aldrich, India)

3.5.  Meétodos de analisis

3.5.1. Determinacion del contenido de humedad

El contenido de humedad se determind por el método 930.15 de la AOAC (2007), que se
basa en la determinacién gravimétrica de la pérdida de masa de la muestra deseada hasta
masa constante en estufa al vacio. Los resultados se expresaron en porcentaje.

3.5.2. Determinacion del contenido de proteina total

Para la determinacion de proteinas total en el concentrado proteico de quinua se realizé la
metodologia Kjeldahl, segun el método 984.13 (AOAC 1995). El factor de conversion de
proteina usado fue 5.85 (Schoenlechner et al. 2008).

3.5.3. Determinacion de proteina soluble en quinua e higado de ratas

Las proteinas solubles se determinaron bajo la metodologia propuesta por Lowry et al.

(1951). Este es un método colorimétrico donde las proteinas reaccionan con el reactivo de

Folin - Ciocalteau, el cual es reducido por los restos de tirosina y triptéfano presentes en un
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complejo cuproproteico para dar otro complejo de color azul violaceo, cuya intensidad es
proporcional a la concentracion de aminodcidos aromaticos presentes y cambiara segun la

clase de proteinas.

Este anélisis se realizé mezclando 400 pL del extracto de quinua con 2 mL de la solucion
de reaccion de Na,COz al 2 por ciento en 0.1 M de NaOH, CuSO4.H,0 al 0.5 por ciento en
agua destilada y tartrato de sodio al 1 por ciento en agua destilada, en la proporcién
100:1:1. A esta mezcla se le afadio 200 pL del reactivo Folin - Ciocalteau 1N y el
conjunto se agitd e incubd durante 30 minutos a temperatura ambiente. Luego, se leyd la
absorbancia a 650 nm. Los resultados se determinaron con la ayuda de una curva estandar
utilizando una solucion de BSA como patron, en un rango de concentracion de 0.5 - 3
mg/mL (Anexo 2) y fueron expresados en mg/mL. El blanco se prepard sustituyendo el

extracto de quinua por 400 pL de una solucién acuosa de cloruro de sodio al 0.9 por ciento.

Por otro lado, para la medicion de proteinas en la muestra de higado de ratas, se realiz6 una
dilucion 1/20 del homogenizado de dicho 6rgano al 10 por ciento y luego se procedio a

realizar el siguiente protocolo de trabajo, tal como se muestra en el Cuadro 1.

Cuadro 1: Procedimiento para la determinacion de proteina soluble en

muestras de higado

Tubos Tubo blanco Albumina Homogenizado
(ML) (ML) al 10 % (uL)
Agua destilada 40
Alblmina 40
Muestra diluida 40
Tampodn alcalino 400 400 400
Reactivo cuprico 160 160 160

Mezclar y dejar en reposo 5 minutos

Reactivo Folin-
_ 300 300 300
Ciocalteu
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Luego, se dejé en reposo por 30 minutos a temperatura ambiente y se llevd a leer a 700
nm. La concentracion de proteina se calcul6 con la siguiente formula:
mg

Proteinas [E)

Estandar de proteina. Abs de la muestra. Factor de dilucion

Abs del estandar

3.5.4. Determinacion de la actividad antioxidante ABTS

Se utiliz6 el método reportado por Torruco et al. (2009) y Re et al. (1999) adaptado para
los fines de la presente investigacion. Este ensayo se basa en la cuantificacion de la
decoloracién del radical ABTS", debido a la interaccion con especies donantes de
electrones o hidrégeno. El radical catiénico ABTS" es un cromoforo que absorbe a una
longitud de onda de 734 nm y se genera por una reaccion de oxidacion del reactivo ABTS
con persulfato de potasio (K2S20g). El ensayo se realizd preparando la solucion A: 7 mM
de ABTS y la solucién B: 25.4 mM de K2S20s, ambas diluidas en agua desionizada. Estas
fueron mezcladas en una proporcion de 9:1 y se almacenaron por 12 - 16 horas en
oscuridad antes de su uso. Cabe mencionar que dichas condiciones son necesarias para la
formacion del radical ABTS™. A esta solucion se le denomind solucién madre.

Luego del tiempo transcurrido, se prepar6 la solucion diluida de ABTS* en buffer fosfato
salino (PBS), el cual estd compuesto por 8.18 g/L de NaCl, 0.27 g/L de KH2PQOs4, 1.42 g/L
de Na;HPOg4, y 0.15 g/L de KCI disueltos en agua desionizada hasta alcanzar un pH de 7.4
(usando NaOH 1M). Luego, la solucién diluida de ABTS y el PBS fueron mezclados en
una proporcion 1:50, respectivamente, hasta alcanzar una absorbancia de 0.70 = 0.03 a 734
nm. Para la medicion de la actividad antioxidante se tomaron 40 pL de extracto de quinua
previamente diluida en PBS y se mezclo con 4 mL de la solucién diluida de ABTS.
Despueés de una hora de reaccion (en oscuridad, debido a la sensibilidad a la luz por parte
de los antioxidantes) se determind la absorbancia a 734 nm. Los resultados se determinaron
mediante una curva estandar utilizando una solucion de trolox en un rango de
concentracion de 0.5-2.0 mM (Anexo 3) y fueron expresados en umol de trolox
equivalente (TE)/g de muestra en base seca (b.s). Asimismo, se prepard el blanco usando

PBS en reemplazo de la muestra.
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3.5.5. Determinacion de compuestos fendlicos totales

Se utilizd el método reportado por Singleton y Rossi (1965), el cual se basa en la
cuantificacion espectrofotométrica del complejo coloreado formado por la reaccion entre
los compuestos fendlicos y el reactivo Folin - Ciocalteau, el cual presenta este color a pH
alcalino. Este ensayo se realiz6 mezclando 500 uL de extracto de muestra de quinua
apropiadamente diluida en agua destilada, 250 uL de solucion Folin-Ciocalteu (1 N) y
1,250 pL de solucion de carbonato de sodio al 7.5 por ciento en agua destilada en un tubo
de ensayo. Después de 30 minutos de reaccion en oscuridad se leyé la absorcion a 755 nm.
El contenido de compuestos fendlicos totales se calculé utilizando una curva estandar de
acido galico (Anexo 4). Los resultados se expresaron como mg de acido galico/ 100 g
muestra en b.s. Asimismo, se preparo el blanco usando agua destilada en reemplazo de la

muestra.

3.5.6. Determinacion de flavonoides

Se utiliz6 el método propuesto por Chang et al. (2002). EI método estima la cantidad de
flavonoides del tipo flavonoles y flavonas presentes en una muestra. El cloruro de aluminio
reacciona y forma complejos estables con el grupo keto C4 y con los grupos hidroxil que se
encuentran en los carbonos Cs 0 Cs de las flavonas y flavonoles. El procedimiento fue el
siguiente: Para la determinacion del contenido de flavonoides se mezclaron 250 pL del
extracto de quinua diluido en una solucién acuosa de etanol al 80 por ciento, 750 pL de
una solucidén acuosa de etanol al 96 por ciento, 50 L de una solucién acuosa de cloruro de
aluminio al 10 por ciento, 50 pL de acetato de potasio 1M y por ultimo 1,400 pL de agua
destilada; el conjunto se homogenizd y se dejé reposar por unos 30 minutos en oscuridad.
Luego, se procedio a la lectura de la absorbancia a 415 nm. El contenido de flavonoides se
estimd a partir de una curva estandar elaborada con una solucion de quercitina como patron
(Anexo 5). Los resultados se expresaron como mg de quercitina/ 100 g muestra en b.s.
Asimismo, se preparé un blanco para cada muestra, reemplazando la solucién acuosa de

cloruro de aluminio al 10 por ciento por agua destilada.

3.5.7. Determinacion de la actividad antihipertensiva de la harina de quinua cocida

Se determind por el método de Wu et al. (2002), el cual emplea el compuesto Hipuril-
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histidil-leucina (HHL) como sustrato de la ACE, liberdndose el dipéptido HL y &cido
hipdrico. La cantidad de acido hipurico se cuantifica a 228 nm mediante una determinacion
cuantitativa por UPLC. Este ensayo se realizd preparando 2.17 mM de HHL en buffer
borato salino (BBS) 0.2 M (pH 8.3), el cual contiene 300 mM de NaCl. La ACE fue
disuelta en 0.5 mL de BBS. La reaccion se realiz6 mezclando en tubos de reaccion de 250
pl, 50 pL de solucion de HHL 2.17 mM, 10 uL del extracto de quinua (1lmg de
proteina/mL) y 10 pL de solucion de ACE. Se incubd con agitacion durante 30 minutos a
37 °C. Lareaccion fue detenida con la adicion de 80 uL de HCI IN. Las muestras fueron
comparadas con un control y un blanco. El control consiste en la determinacion de la
actividad absoluta de ACE sobre el sustrato HHL, que resulta en la formacion de &cido
hipurico (HA), para lo cual se reemplazaron los 10 puL de extracto de quinua por 10 pL de
BBS y la reaccidn se realiz6 en las mismas condiciones mencionadas anteriormente. Para
la preparacién del blanco se usé la ACE previamente inactivada con HCI 1N y se siguio el
mismo procedimiento usado para la muestra. Todas las muestras fueron filtradas
empleando filtros Millipore® de 0.22 uM y analizadas mediante UPLC, usando una
columna Kinetex Cig en RP. Se inyectaron 10 uL y la corrida se realizo a 40 °C, a un flujo
de 1 mL/min, en un gradiente de solvente A (0.05 por ciento de TFA en agua) y solvente B
(0.05 por ciento de TFA en acetonitrilo). El tiempo de corrida fue de 7 minutos.

La actividad inhibitoria ACE fue calculada con la siguiente formula:

o o ) (Ac— As)
Actividad inhibitoria ACE (%) = m » 100
c —

Donde:

Ac: concentracién de acido hipdrico (HA) en el control

As: concentracion de HA de la muestra

Ab: concentracion HA del blanco

3.5.8. Determinacién del I1Cso

Se determind segun lo propuesto por Barbana y Boye (2011). El valor de I1Cso se define

como la concentracién de inhibidor requerida para reducir 50 por ciento de la actividad de

la ACE. Se evaluaron concentraciones de extracto de quinua en un rango de 0.1 a 1
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mg/mL. Los resultados se expresaron en ug/mL Yy se obtienen ploteando la inhibicién de la
ACE (en porcentaje) versus el log de la concentracion proteica (mg/mL).

3.5.9. Determinacion de la actividad antihipertensiva en rifién y sangre

Se determind por el método de Wu et al. (2002), el cual emplea el compuesto Hipuril-
histidil-leucina (HHL) como sustrato de la ACE, liberandose el dipéptido HL y acido
hipurico. La cantidad de acido hipdrico se cuantifica a 228 nm mediante una determinacion
cuantitativa por UPLC. Este ensayo se realiz6 preparando 2.17 mM de HHL en buffer
borato salino (BBS) 0.2 M (pH 8.3), el cual contiene 300 mM de NaCl. La ACE fue
disuelta en 0.5 mL de BBS. La reaccion se realizd mezclando en tubos de reaccion de 250
pL, 50 pL de solucion de HHL 2.17 mM y 20 uL de la muestra bioldgica previamente
homogenizada y centrifugada (1 mg de proteina/mL), la cual contiene la ACE de forma
natural. Se incubd con agitacion durante 30 minutos a 37 °C. La reaccion fue detenida con
la adicion de 80 uL. de HC1 IN. Las muestras fueron comparadas con un control y un
blanco. El control consiste en la determinacion de la actividad absoluta de ACE sobre el
sustrato HHL, que resulta en la formacion de &cido hiparico (HA), para lo cual se
reemplazaron los 20 uL. de muestra biol6gica previamente homogenizada y centrifugada
por 20 uL. de ACE vy la reaccion se realizd en las mismas condiciones mencionadas
anteriormente. Para la preparacién del blanco se us6 la ACE previamente inactivada con
HCI 1N vy se siguié el mismo procedimiento usado para la muestra. Todas las muestras
fueron filtradas empleando filtros Millipore® de 0.22 uM y analizadas mediante UPLC,
usando una columna Kinetex Cig en RP. Se inyectaron 10 uL y la corrida se realiz6 a 40
°C, a un flujo de 1 mL/min, en un gradiente de solvente A (0.05 por ciento de TFA en
agua) y solvente B (0.05 por ciento de TFA en acetonitrilo). El tiempo de corrida fue de 7

minutos.

La actividad inhibitoria de la ACE fue calculada con la formula descrita en el acapite 3.5.7.

3.5.10. Determinacion del perfil lipidico

Se evalud el nivel sanguineo de triglicéridos (TG) y lipoproteinas de alta densidad (HDL-

c) mediante la metodologia de fotometria de reflexion, a través de kits comerciales de

medicion, tal como lo propuso Ma et al. (2016). La reflectometria esta relacionada con la
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llamada quimica seca. Este método analitico mide los cambios en la intensidad de
coloracion de una tira por reflexion de luz a una determinada longitud de onda. Los

detalles del kit comercial empleado se muestran en el Anexo 6.

3.5.11. Determinacion de glucosa sanguinea

Se evaluo el nivel de glucosa en sangre a través de kits comerciales de medicion, de la
misma manera que hicieron Bagul et al. (2012). Las tiras de examen para glucosa en
sangre usadas en el analisis cuentan con un sistema quimico que trabaja conjuntamente con
el analizador de glucosa para medir la concentracion de dicho azucar en sangre. Luego de
colocar la tira en el analizador, se aplica la muestra de sangre en la tira de examen v,
automaticamente, ésta serd absorbida dentro de la celda de reaccién donde tendra lugar.
Una corriente eléctrica transitoria se forma durante la reaccion y la concentracion de
glucosa en sangre sera calculada teniendo como base la corriente eléctrica detectada por el
analizador, luego el resultado se mostrara en la pantalla. Cabe mencionar que el medidor
esta calibrado para mostrar resultados de concentracion a base de muestras de plasma. El

detalle del kit comercial se muestra en el Anexo 7.

3.5.12. Determinacion de la actividad catalasa

El ensayo consiste en la descomposicion del H>O. hasta agua, observandose un
decrecimiento en la absorbancia a 240 nm. La reaccidn se realiz6 en buffer fosfato 50 mM
a pH 7.0 y se midié durante 3 minutos. La diferencia de absorbancia por unidad de tiempo
es la medida de la actividad de catalasa (Aebi 1984).

Una unidad de catalasa (U) equivale a la cantidad de enzima que cataliza la
descomposicion de un micromol de peroxido de hidrégeno por minuto, bajo las

condiciones de ensayo. Se uso el coeficiente de extincion (240) = 39.4 Mt.cm™,

Para la medicion de la actividad catalasa se realizé una dilucion 1/1000 del homogenizado
de higado al 10 por ciento. El perdxido de hidrogeno preparado en el mismo buffer de
dilucién tuvo una concentracién de 30 mM vy se prepard antes de realizar la prueba para
evitar su descomposicién. En la cubeta de 1 mL se agreg6 la muestra diluida en buffer y se

puso a bafio maria a 30°C. Luego se colocd en el espectrofotometro y se agrego el
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peroxido de hidrogeno en una relacién 2:1 (muestra/peroxido) e inmediatamente se
procedio a realizar la lectura a 240 nm. La actividad de la catalasa se determind con la

siguiente férmula:

(pnml) AAbsorbancia/min. volumen total (mL).factor de dilucién

min / =(M~lcm™!).longitud de la cubeta (cm).volumen de muestra (mL)

Los resultados fueron expresados en U/mg de proteina.
3.5.13. Determinacién de la actividad superédxido dismutasa

Este método mide la actividad de la superoxido dismutasa mediante la inhibicion de la
autooxidacion del pirogalol a pH alcalino con formacion del radical superdxido, proceso
que se mide a 420 nm. Esta reaccion sigue una cinética lineal y es inhibida por la enzima
superéxido dismutasa (SOD) (Marklund y Marklund 1974). Para la medicion de la
actividad, se realiz6 una dilucion 1/5 del homogenizado de higado al 10 por ciento. En la
cubeta de 1 mL se coloc6 950 pL de buffer tris HCI 0.05 M a pH 8.2 y 50 L de pirogalol
2 mM, produciéndose un cambio de absorbancia de 0.02 + 10 por ciento por minuto, leido
a 420 nm. Para la lectura de las muestras, se colocd una cantidad de homogenizado al 10
por ciento para que disminuyera el cambio de absorbancia a la mitad. Una unidad SOD es
igual al 50 por ciento del cambio de absorbancia del pirogalol por minuto. La actividad de

la SOD se determind con la siguiente formula:

AD— AT_J
o (“Sgo; ) Volumen total (mL).factor de dilucién
Actividad 50D = .
A0 Volumen de muestra (mL)

Los resultados se expresaron en U/mg de proteina.

3.6. Metodologia experimental

3.6.1. Obtencion de harina cocida de quinua

Las dos variedades de quinua fueron sometidas al proceso mostrado en la Figura 2,

siguiéndose la metodologia de Dini et al. (2010), con ligeras modificaciones, donde se

muestra el flujo de operaciones indicando los factores que fueron estudiados.
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Qujnua

Limpieza y lavado I— Piedras, saponina
v Temperatura: 70 °C
Secado } ]
Tiempo: 3 horas
v
Tiempo: 20 minutos
Coccidn Quinua/agua: 1/3
Temperatura: Ebullicion
v
Escurrido
v
Molienda y Tamizado } Menor a 500 um
7 (Mesh N° 35)

Harina de quinua cocida

Figura 2: Flujo de operaciones para la obtencion de harina de quinua negra y

roja cocida

Limpieza y lavado: Se extrajo todo material extrafio como hojas, piedras, pajas y

saponina.

Secado: Los granos de quinua limpia y lavada se procedieron a secar a una temperatura de

70 °C por un tiempo de 3 horas.

Coccidn: La quinua fue cocida por 20 minutos en agua hervida una vez que llegé al punto

de ebullicién.

Escurrido: Se procedidé a escurrir el agua de coccion de la quinua para su posterior

molienda y tamizado.

Molienda y Tamizado: El grano de quinua cocido se molio en un molino de laboratorio.

Luego se procedid a tamizar con la ayuda de un tamiz Tyler N° 35 (500 pum), eliminando

las particulas de mayor tamafio.
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A la harina de quinua cocida obtenida se le determind el contenido de humedad y proteina
total.

3.6.2. Preparacion del extracto metanolico de quinua

Una vez obtenida la harina de quinua cocida de acuerdo al acépite 3.6.1, se procedié a
preparar el extracto metanolico para realizar la caracterizacion fisicoquimica del producto.
Para esto se peso 1 g de harina de quinua cocida, la cual fue mezclada con 22.5 mL de una
solucién acuosa de metanol al 80 por ciento. La mezcla fue homogenizada durante 1 hora,
protegiéndose de la luz. Luego, se centrifugd a 4,000 RPM durante 10 minutos y el
sobrenadante fue reservado. La torta obtenida fue sometida a una segunda extraccion con
10 mL de una solucién acuosa de metanol al 80 por ciento. Dicha mezcla fue
homogenizada durante media hora en oscuridad y, transcurrido ese tiempo, se centrifugé a
4,000 RPM durante 10 minutos. El sobrenadante obtenido se mezclé con el anterior y

luego se procedid a concentrar el metanol para la obtencion final del extracto.

3.6.3. Evaluacion in vitro de la harina de quinua roja y negra cocida

El extracto final obtenido de acuerdo al acapite 3.6.2 fue analizado para determinar el
contenido de proteina soluble, compuestos fendlicos totales, flavonoides, la actividad

antioxidante ABTS, la actividad antihipertensiva y el valor ICso.

3.6.4. Evaluacion in vivo de la harina de quinua roja y negra cocida

Esta parte del trabajo fue realizada utilizando un estudio in vivo con animales de
laboratorio (modelo rata), donde se respetaron los procedimientos y protocolos de ética, de
acuerdo al titulo IV de la Ley Peruana de proteccion a los animales domeésticos y a los
animales silvestres mantenidos en cautiverio (Ley N° 11794-2000). La investigacion
comprendid de una fase de crecimiento (2 semanas), seguida de la fase experimental (3

semanas).

En la fase de crecimiento se seleccionaron 30 ratas machos cepa Holtzman provenientes
del Bioterio de la Facultad de Zootecnia de la UNALM, tratando que la seleccidon implique

que los animales presenten homogeneidad tanto en peso, tamafio y salud. Durante esta fase,
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cada una de las ratas fue ubicada en una jaula individual, alimentadas con la dieta estandar
(DE) y agua ad libitum, con ciclo luz dia de 12 horas y temperatura de 22-26°C durante
dos semanas para su adaptacion a dicho ambiente. Luego de las dos semanas, los animales

alcanzaron un peso de 180 + 20 g.

Posteriormente, durante la fase experimental, las ratas de todos los tratamientos, excepto el
control, fueron inducidas a hipertension y recibieron durante 21 dias la DE con o sin
inclusion de dos variedades de harina de quinua cocida al 30 por ciento. EI Cuadro 2
muestra la composicion de las diferentes dietas y, ademas, tal como sucedi6 en la fase de
crecimiento, tanto las dietas como el agua fueron suministrados de forma ad libitum,

siendo renovados diariamente durante todo el experimento.

Cuadro 2: Composicion porcentual y valor nutricional calculado de la dieta

para ratas
Alimento Quinua (%)
Ingredientes comercial para (Arzapalo et al.
rata (%) 2015)
Proteina 20 125
Fibra 3.47 4.13
Grasa 7.48 6.1
Formula 70% 30% Mezcla
final (%)
Proteina 14.00 3.75 17.75
Fibra 2.43 1.239 3.669
Grasa 5.24 1.83 7.07

Por otro lado, para la induccion a hipertension, las ratas seleccionadas fueron distribuidas
en cinco grupos, considerando seis animales por tratamiento. ElI primer grupo fue el
control, el cual recibidé 1 mL de solucion salina (SS) al 0.9 por ciento de NaCl. A los demas
grupos se les indujo a hipertension con L-NC-nitroarginina metil éster (L-NAME),
administrando 40 mg L-NAME/kg peso en 1 mL de SS via oral por medio de una cénula

17G. Luego de dos horas, al grupo L-NAME + captopril se le administré una solucién de
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captopril a una dosis de 10 mg/kg de peso corporal en 1 mL de SS al 0.9 por ciento de

NaCl, mientras que a los grupos restantes se le suministrd 1 mL de SS al 0.9 por ciento de

NaCl, tal como se observa en el Cuadro 3, tomando como referencia los estudios de Hayes
et al. (2016), Garcia et al. (2014), Lin et al. (2011), Huang et al. (2011), Metchi et al.

(2013) y Ahrén et al. (2014).

Cuadro 3: Descripcion de los tratamientos suministrados a los animales

Tratamiento

Descripcion

1 mL de solucién salina (SS) al 0.9 por ciento de NaCl

Control Luego de dos horas

1 mL de SS al 0.9 por ciento de NaCl

Alimentacion

DE

L-NAME Agente inductor

Solucién de 40 mg L-NAME/Kg peso en 1
mL de SS al 0.9 por ciento de NaCl

Luego de dos horas

1 mL de SS al 0.9 por ciento de NaCl

Alimentacién

DE

Agente inductor

Solucién de 40 mg L-NAME/Kg peso en 1
mL de SS

L-NAME +
Captopril Luego de dos horas

_ Solucion de 10 mg/kg de peso corporal en 1

mL de SS al 0.9 por ciento de NaCl

Alimentacién

DE

L-NAME +

] ] Agente inductor
Quinua roja

Solucién de 40 mg L-NAME/Kkg peso en 1
mL de SS

Luego de dos horas

1 mL de SS al 0.9 por ciento de NaCl

L-NAME +

. Alimentacion
Quinua negra

Harina de quinua cocida al 30 %

Terminada la fase experimental, las ratas en un estado de ayuno de 12 horas fueron

anestesiadas usando ketamina (60 mg/kg peso) y xilacina (15 mg/kg peso), cuyo

procedimiento fue realizado por un medico veterinario hasta la sedacion completa del
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animal. Una vez anestesiadas, se procedié a determinar el perfil lipidico y los niveles de
glucosa, tal como se menciona en los acépites 3.5.10 y 3.5.11, respectivamente.

a. Procesamiento para la obtencion de muestra bioldgica

Los animales previamente anestesiados fueron sacrificados mediante el método de puncion
cardiaca empleando Halatal, cuyas dosis usadas estuvieron en relacion con el pesocorporal,
de acuerdo a las normas éticas para experimentacion animal. Dicho procedimiento fue
realizado por un médico veterinario. Durante la puncion cardiaca, se colectaron muestras
de sangre del corazon, las cuales fueron empleadas en el analisis de la actividad

antihipertensiva, tal como se indica en el acépite 3.5.9.

Luego de constatarse la muerte del animal, se procedi6 a abrir el abdomen con la finalidad
de remover el higado y rifiones. Dichos 6rganos fueron lavados con suero fisiologico y
secados sobre papel secante para proceder a realizar el pesado. Una vez obtenido el peso de
los 6rganos, se procedid a la homogenizacion de éstos. Se separ6 1 g de higado, el cual fue
lavado con suero fisioldgico y llevado al homogeneizador de vidrio tipo Potter-Elvehjem
con émbolo de teflon. Se preparé un homogeneizado al 10 por ciento en buffer fosfato de
sodio 50 mmol/L a pH 7.4. Cabe mencionar que todo este procedimiento se trabajo en
bafio de hielo a 4 °C. Posteriormente, se centrifugd a 2,500 RPM por 15 minutos a 4°C y se
reservé el sobrenadante para los analisis de proteina soluble y actividad antioxidante, tal
como se indica en los acépites 3.5.3, 3.5.12 y 3.5.13, respectivamente. Asimismo, se
trabajo del mismo modo con las muestras de rifion para el andlisis de la actividad

antihipertensiva, tal como se indica en el acapite 3.5.9.

3.7.  Disefio experimental

El disefio experimental que se siguié durante toda la etapa experimental de esta

investigacion se muestra en la Figura 3.

3.8.  Analisis estadistico

Los datos de perfil lipidico, niveles de glucosa, capacidad antioxidante in vitro, actividad

de las enzimas SOD vy catalasa, capacidad antihipertensiva in vitro e in vivo, contenido de
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Prueba in vivo

g.. Materia i
= Prima E Bioctividad antioxidante,
! Antihipertensiva, hipolipemiante e hipoglucemiante
E - T1: Control negativo (Dieta Estandar)
i - T2: Dieta Estandar + L-NAME + quinua roja
€ MHarina de i -T3: Dieta Estandar + L-NAME + quinua negra
£ lquinua cocida ; . .
E ! -T4: Dieta Estandar + L-NAME + captopril
= 1
E E - T5: Control positivo (Dieta Estandar + L-NAME)
= i

- Humedad - Inhibicion de la ACE en sangre y - Actividad de la SOD

- Proteina total rifiéon - Actividad de la catalasa
- Inhibicion de la ACE

L, - Perfil lipidico sanguineo
- Determinacion de compuestos

. - Nivel de glucosa sanguineo
fenolicos

- Determinacion de flavonoides

Variables respuesta

Figura 3: Disefio experimental para la bioactividad antioxidante y antihipertensiva en dos variedades de harina de quinua cocida



compuestos fendlicos y flavonoides fueron analizados bajo el disefio completamente al
azar. Ademas, se realizo el anélisis de varianza y la prueba de comparacion de medias
mediante Duncan, a un nivel de significancia del 5 por ciento usando el software

estadistico Statgraphics Centurion XV1 version 16.02.04.
Yij= p+ Di+ g
Donde:
Yij = Valor estadistico de cada observacion en cada unidad experimental.
M = Media general.

Di = Efecto del tratamiento D (Dieta).
(€)ij = Efecto aleatorio o error en la obtencion de Y;;

29



V. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Caracterizacion y bioactividad de la harina de quinua cocida

La presente investigacion partié de granos de quinua roja (QR) y negra (QN), de los cuales
se obtuvo harina de quinua cocida, tal como se menciona en el acapite 3.6.1. El contenido
proteico total de ambas harinas fue de 14.16 y 14.92 por ciento en base seca (b.s.) para QR
y QN, respectivamente (usandose un factor de conversion de 5.85). Ambos valores son
mayores a los obtenidos por Pellegrini et al. (2018), quienes reportaron un contenido
proteico de 12.52 y 12.44 por ciento para QR y QN, respectivamente. Sin embargo, Repo-
Carrasco et al. (2011) obtuvieron valores ligeramente mas altos cuando evaluaron quinua
blanca. Por su parte, Campos et al. (2018) mencionan en su revision que el contenido
proteico encontrado en quinua procedente de los Andes varia en un rango entre 11.1 y 16.2
por ciento. Cabe mencionar que dichos valores fueron reportados en el grano de quinua
crudo; sin embargo, cuando éstos son lavados, el contenido proteico disminuye (Fischer et
al. 2017). Pese a ello, los valores de la presente investigacion son mayores a los reportados
en maiz amarillo (9.42 por ciento), arroz crudo (6.61 por ciento) y trigo (11.31 por ciento)
(Campos et al. 2018). En lo que respecta a la digestibilidad de la proteina de quinua, Graf
et al. (2015) mencionan en su revision que ésta es de 91.6 por ciento en el grano crudo; sin
embargo, la coccion incrementa este parametro, llegando a un valor de 95.3 por ciento. La
alta digestibilidad de la proteina de quinua se debe en parte a su bajo contenido de
inhibidores de tripsina, los cuales estan involucrados en la reduccion de la digestion

enzimatica proteica ademas de su absorcion.

Las proteinas de quinua corresponden mayormente a albiminas y globulinas (44 - 77 por
ciento de la proteina total), una pequefia fraccion de prolaminas (0.5 - 7 por ciento) vy, es
considerada libre de gluten justamente por su escaso contenido de prolaminas (Valencia-
Chamorro 2016). Este cereal andino presenta un buen balance aminoacidico y es rico en
aminoacidos azufrados y lisina, contrariamente a las leguminosas y cereales,

respectivamente (Varli y Sanlier 2016).



El Cuadro 4 reporta la capacidad antioxidante (CAO) y antihipertensiva, medida como la
inhibicion de la enzima convertidora de angiotensina (ACE), de la harina de QR y QN
cocida (Anexo 8). Se aprecia que tanto la CAO total como la especifica en proteina son
mayores en la QN que en la QR, presentandose diferencia significativa solo para la CAO

total, mas no para la especifica.

Cuadro 4: Caracteristicas de la harina de quinua roja y negra cocida

Parametros Quinua roja Quinua negra
Capacidad antioxidante total
(umol TE/g muestra)* 21.10° +0.24 24.96% £ 0.92
Capacidad antioxidante
especifica (umol TE/g 3,075.74% + 12453  3,283.67% £ 101.95
proteina)*
Inhibicidon de la ACE (%)** 15.99° + 0.36 17.94% £ 0.89
Valor ICso (mg/mL) 0.3796 0.2924

*promedio de tres repeticiones + DS

**A una concentracion proteica de 1 mg/mL

Los valores medios con letras diferentes dentro de la misma fila indican diferencia significativa (p <
0.05).

Pellegrini et al. (2018) mencionan que la CAO de la quinua cruda se atribuye en su
mayoria a los compuestos fenolicos (CF) y flavonoides presentes en el grano, por lo que
reportaron mayores valores ABTS en QR y QN con 31.00 y 22.85 umol TE/g en b.s,
respectivamente. Dichos valores se encuentran muy cercanos a los reportados en la
presente investigacion. Por su parte, Ayyash et al. (2018) encontraron valores de CAO en
quinua casi 50 por ciento menores que los reportados en el Cuadro 4; sin embargo, éstos
fueron mayores a los hallados en lupino y trigo. Respecto a la QR, se menciona que su
CAO podria ser atribuida su contenido de betalainas, tal como reportaron Escribano et al.

(2017) en 29 variedades de quinua peruana.
Los resultados expresados en el Cuadro 4 fueron obtenidos luego de cocinar la quinua, lo
gue involucr6 una exposicion al calor; al respecto, Repo-Carrasco et al. (2011) mencionan

que los valores de CAO de la quinua incrementan luego de someter los granos a un proceso
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de exposicion térmica, tal como la extrusion. Por su parte, Nickel et al. (2016) y Teixeira-
Guedes et al. (2019) obtuvieron mayores valores tanto de CAO como de CF luego de lavar
y cocinar los granos de quinua y semillas de frejol, respectivamente. Dicho incremento se
dio especialmente bajo presion; sin embargo, también se obtuvo esta tendencia luego de
una coccion a presion atmosférica. Bernuy (2018) reporté que la CAO de la quinua es
mayor en aquellos granos sometidos a una previa coccion, en comparacion con los granos
tostados y crudos. Asimismo, Sanchiz et al. (2019) reportaron la misma tendencia al
someter la harina de diversos frutos secos, tales como cashews y castafias a tratamientos
combinados de calor y presion. Ademas, dichos compuestos bioactivos se encuentran en
mayor proporcion en las variedades de quinua coloreadas (Bernuy 2018). Puesto que la
CAO estéa relacionada al contenido de CF y flavonoides, la Figura 4 muestra el contenido

de éstos obtenido en la harina de QR y QN cocida (Anexo 9).

o
e
=
=
=
—

-

mg/100g quinua

Comp. Fenolicos Flavonoides
Qroja Q. negra
Figura 4: Contenido de compuestos fendlicos y flavonoides en harina de
guinua rojay negra cocida
Letras diferentes indican diferencias significativas (p < 0.05)

Contrariamente a lo reportado para la CAO, tanto la mayor cantidad de CF como la de
flavonoides fueron atribuidas a la QR (99.02 £ 2.50 mg acido galico/100 g en b.s. y 126.49
+ 8.89 mg quercitina/100 g en b.s., respectivamente), superando dichos valores de forma
significativa a aquellos obtenidos en la QN (76.02 + 7.84 mg &cido galico/100 g en b.s 'y
90.92 + 14.79 mg quercitina/100 g en b.s, respectivamente). Esta tendencia coincide con lo
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mencionado por Pellegrini et al. (2018), quienes encontraron valores més altos en la QR en
comparacion con QN y quinua blanca, esta diferencia de valores de CF entre las
investigaciones puede deberse al tipo de procedimiento de extraccion y también a la
reactividad del Folin-Ciolcateu (reactivo usado en la determinacién de CF) con algunos

compuestos no fendlicos, tales como vitaminas, aminoacidos y proteinas.

Asimismo, Pellegrini et al. (2018) reportaron un mayor contenido de flavonoides que de
CF en la quinua, tal como se reporta en la Figura 4 para los resultados de la presente
investigacion. Dentro de los CF reportados en QR y QN se pueden mencionar en orden
descendente al 4-hidroxibenzoico, &cido galico y quercitina (el cual es el flavonoide con la
CAO maés potente). Por su parte, Hirose et al. (2010) mencionan que el contenido de
quercitina (aglicon) en la quinua procedente de Japén es mayor que el de los granos de
Sudamérica, lo que justificaria que los primeros presenten una mayor bioactividad, debido
a que ésta es atribuida a las estructuras de aglicon y no a los residuos de azlcar. Sin
embargo, la cantidad de quercitina de ambas regiones supera a la reportada en otros
cereales, tales como el trigo. Ademas, dichos autores encontraron que los granos de quinua
de Sudamérica poseen mayor contenido de kaempferol, el cual es otro tipo de flavonoide,
en comparacion a la quinua de Japdn. De acuerdo a la revision de Campos et al. (2018), el
contenido de &cidos fendlicos (un tipo de CF) de la quinua es similar al de la avena,
cebada, maiz y arroz; sin embargo, es menor en comparacion a otros cereales como el trigo

y centeno.

Por otro lado, de acuerdo a lo reportado por Repo-Carrasco et al. (2011), el incremento de
la CAO de la quinua luego de una extrusion se debe a la liberacion de los CF solubles. Al
respecto, Nickel et al. (2016) mencionan que la mayoria de CF son liberados en el agua de
coccion, por lo que es recomendable cocinar la quinua con la cantidad necesaria de agua
para asi disminuir la pérdida de dichos compuestos bioactivos. Al respecto, Teixeira-
Guedes et al. (2019) indican que al drenar el agua de coccion se disminuye la cantidad de
acidos fenolicos, flavonoides y CAO en soya Y frijol. Estos autores también mencionan
que la coccidn aumenta la accesibilidad del compuesto bioactivo, debido a que se facilita
su liberacion. El incremento de los CF luego de un proceso térmico también fue observado

en otros productos, tales como las hojas de papa luego de ser sometidas a hervido.

Los CF encontrados en la quinua son hidrosolubles, bajo la forma libre en su mayoria. Sin
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embargo, algunos estudios reportaron CF ligados, especialmente en quinuas coloreadas
(Gammoh et al. 2018 y Abderrahim et al. 2015). Asimismo, la investigacion de Rocchetti
etal. (2019) hizo hincapié en que la fermentacion incrementa el contenido de CF y
flavonoides de forma mas significativa en aquellos granos de quinua previamente cocidos,
acotando que se favorece la liberacion de acidos fendlicos y tirosoles. Respecto a los
flavonoides presentes en la quinua, se report6 que la cantidad de éstos tiende a incrementar
cuando el grano germina; sin embargo, se da una disminucion significativa cuando se
emplea la quinua en la elaboracion de pan (Alvarez-Jubete y Wijngaard et al. 2010,
mencionados por Campos et al. 2018). Asi, tanto el contenido de CF como el de
flavonoides son influenciados por el tipo de proceso al que es sometida la matriz

alimentaria.

De acuerdo a los resultados reportados en la presente investigacion, se aprecia una
correlacion negativa entre la CAO y el contenido de CF (y flavonoides) en QR y ON
(Anexo 10 y Anexo 11), lo cual concuerda con lo mencionado por Orsavova et al. (2019) y
Chirinos et al. (2010), quienes atribuyen la CAO de sus respectivas materias primas
estudiadas a otros componentes ademas de los CF y flavonoides, tales como ciertas
vitaminas. Ademas, Gammoh etal. (2018) evaluaron que al remover los CF de las
fracciones proteicas del trigo aln se reportaba CAO y otras bioactividades de forma
significativa, lo que lleva a pensar que existen otros compuestos importantes involucrados

en éstas.

Sin embargo, al evaluar la correlacion entre el contenido proteico y la CAO total, se pudo
apreciar un coeficiente de Pearson de 87.8 por ciento, lo que indica un alto grado de
asociacion entre ambas variables (Anexo 12). Es por ello que en el Cuadro 4 también se
reporta la CAO especifica, donde se aprecia un mayor valor en la QN con 3,283.67 £
101.95 pumol TE/g proteina que en la QR (3,075.74 + 124.53 umol TE/g proteina). Al
respecto de la bioactividad de las proteinas, se menciona que éstas por si solas, en su forma
nativa, presentan CAO debido a que inactivan las especies reactivas del oxigeno (ROS, por
sus siglas en inglés), atrapan radicales libres y quelan metales de oxidacion prooxidativos.
Esto debido a la presencia y secuencia de aminoacidos especificos que presentan dicha
propiedad, reportando como ejemplos a las proteinas caseina, P-lactoglobulina vy
lactoferrina; sin embargo, a raiz del alto peso molecular que las proteinas presentan, no

pueden atravesar la membrana celular, siendo incapaces de actuar bioldgicamente, por lo
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que tienen que pasar por un proceso de hidrolisis, ya sea de forma natural mediante
digestion gastrointestinal, a través de enzimas de grado alimentario (Samaranayaka & Li-
Chan 2011) o mediante fermentacion, tal como reportaron Ayyash et al. (2018), quienes
lograron incrementar la CAO de la quinua en un 80 por ciento, debido a la liberacién de

péptidos bioactivos.

Respecto a la liberacion de péptidos bioactivos, Bax et al. (2013) encontraron que las
temperaturas de coccion alrededor de 70 °C permiten que la desnaturalizacion conlleve a
cambios conformacionales en la proteina, favoreciendo de esta manera la accesibilidad de
las proteasas digestivas a sus sitios activos. Asi, se vio incrementada la liberacion de
péptidos y aminoacidos al plasma. En la presente investigacion se usé como materia prima
harina de quinua cocida, por lo que se presume que se dio la liberacion de ciertos péptidos
bioactivos durante la coccion. Esto sera corroborado posteriormente en la discusion del
analisis in vivo. Asimismo, Hernandez-Ledesma et al. (2011) mencionan que temperaturas
de proceso muy elevadas y la deshidratacion podrian afectar de forma negativa la
bioactividad de los péptidos liberados. Sin embargo, reconocen a la encapsulacién como
una tecnologia apropiada en aras de mejorar la estabilidad de dichos compuestos bioactivos
dentro de sus matrices alimentarias. Por otro lado, Tang et al. (2015) hacen mencion en su
investigacion que ademas de los CF, flavonoides y péptidos bioactivos, otros componentes
de la quinua relacionados con la CAO pueden ser los carotenoides, junto con tocoferoles y
tocotrienoles detectados en variedades QN y QR, los cuales presentaron una alta
correlacion con la CAO lipofilica in vitro.

En lo que respecta a la actividad antihipertensiva, también reportada en el Cuadro 4, se
aprecia que la QN es la que presenta significativamente un mayor porcentaje de inhibicion
de la ACE frente a la QR, con un valor de 17.94 + 0.89 por ciento. La ACE conduce a un
aumento de la presion sanguinea a traves de la produccion del péptido vasoconstrictor
angiotensina Il y por la degradacion del péptido vasodilatador bradiquinina. Por lo tanto, se
utilizan a los inhibidores de la ACE como agentes terapéuticos contra la hipertension. Por
un lado, se sabe que los péptidos derivados de proteinas de los alimentos presentan
actividad inhibidora de la ACE y se considera que son mas seguros en comparacion a las
drogas sintéticas (Hartman y Meisel 2007). Por otro lado, Zouari et al. (2011) mencionan
que los flavonoides inhiben a la ACE por competencia con el sustrato por el sitio activo de

la enzima y, tambien, que el efecto inhibitorio de este compuesto bioactivo se debe a la
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formacion de quelatos complejos con el &tomo de zinc dentro del sitio activo de la ACE, la
cual es una metalopeptidasa dependiente de este mineral. Por su parte, Gomes et al. (2016)
reportan que la quinua presenta mayor inhibicion de la ACE que la kiwicha, el trigo

sarraceno y diversos cereales.

Asimismo, otro valor asociado con la capacidad antihipertensiva es el valor ICsp, el cual se
define como la concentracion de péptido (mg/mL) requerida para producir una inhibicion
del 50 por ciento de la ACE. Este valor se determina mediante un analisis de regresion de
la inhibicién de la ACE (%) frente al log de la concentracion de péptidos. Los valores ICsg
tanto de QR como de QN del presente trabajo son de 0.3796 y 0.2924 mg/mL,
respectivamente (Anexo 13), observandose que se requiere menor concentracion de QN
para llevarse a cabo una inhibicion del 50 por ciento de la ACE. Es decir, la accion de la
QN es més potente que la QN. Sin embargo, ambos valores son menores a los reportados
por Nongonierma et al. (2015), quienes obtuvieron 0.88 mg/mL (en proteina de quinua
hidrolizada con papaina). Esto indica que tanto la QN como la QR del presente trabajo
tienen un mayor efecto en la capacidad de inhibir la ACE. Se puede considerar una potente
actividad de inhibicion de la ACE con valores menores a 0.2 mg/mL (Nongonierma et al.
2015), los cuales son cercanos a los obtenidos en la presente investigacion. Asimismo,
Hong et al. (2005) mencionados por Ruiz et al. (2011), reportan valores de ICso entre

0.200-0.246 mg/mL para hidrolizados provenientes de diferentes fuentes proteicas.

Ademas, cabe resaltar que tanto los CF y flavonoides como las proteinas/péptidos
presentes en diferentes matrices alimentarias tienen efectos sobre la salud, ayudando a
prevenir enfermedades degenerativas tales como la enfermedad coronaria, ateroesclerosis y
diabetes a través de la accion antioxidante, la modulacion de una gran cantidad de
funciones proteicas y la inhibicion de la ACE (Hirose et al. 2010). Es mas, se dice que
posiblemente los constituyentes individuales de la quinua interactian entre ellos e
incrementan la bioactividad del grano mediante un efecto sinérgico potenciador (Schmidt
et al. 2008), por lo que resulta mas conveniente investigar los efectos del grano entero que
los de sus constituyentes individuales. Tal es el caso de la CAO especifica en proteina,
donde se aprecié que, a pesar de que la QN presentd mayores valores, no se obtuvo
diferencia significativa; sin embargo, al evaluar la CAO total de la harina de quinua
(aquella donde quiza actien los CF y flavonoides, ademas de los péptidos liberados
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durante la digestion gastrointestinal) se confirm6 que la QN es la que presenta un mayor

valor de forma significativa en comparacién con la QR.

Por lo tanto, a un nivel in vitro, es la QN la que presenta mejor CAO y capacidad
antihipertensiva, estando ambas variables altamente correlacionadas (Anexo 14). Mine et
al. (2010) mencionaron que, contrariamente a lo que sucede con otros compuestos
antioxidantes (vitaminas, carotenoides, flavonoides, etc.), los péptidos que presentan dicha
capacidad no son capaces de solo estabilizar radicales libres, sino que también tienden a
ser multifuncionales, pudiendo ser antihipertensivos y antiinflamatorios. Por ejemplo,
Bernuy (2018) reporté que ademéas de presentar CAO, la quinua también contribuye a
reducir la inflamacién en el intestino delgado, la cual fue generada por un prolongado
consumo de dieta alta en grasa en ratas obesas. Por su parte, Power et al. (2014),
encontraron péptidos de trigo que presentaban tanto CAO como antihipertensiva; al igual
que Nongonierma et al. (2015), quienes reportaron que los péptidos de quinua presentan

ambas propiedades.

Asimismo, Gonzalez-Garcia et al. (2015) y He et al. (2013), citados por Wu et al. (2016)
mencionan que los péptidos que presentan tanto CAO como antihipertensiva estan
compuestos por aminoacidos hidrofébicos y aromaticos. Por su parte, Agyei et al. (2016)
indican que son los grupos sulfhidrilo hidrofébicos los que imparten propiedades
antioxidantes a los péptidos. Por ejemplo, You et al. (2010) reportaron una alta CAO en la
secuencia peptidica hidrofébica prolina (P)-serina (S)-tirosina (Y)-valina (V) vy
Nongonierma et al. (2015) atribuyeron la CAO de los péptidos de quinua a residuos
hidr6fobos como P, Y, histidina y triptofano o a residuos sulfurados (cisteina y metionina).
Cabe mencionar que segln lo reportado por Repo-Carrasco (1992) y Gross et al. (1989), la
quinua es rica tanto en aminoacidos aromaticos (F e Y) como en aminoacidos hidrofobicos,

por ejemplo: I, Vy L.

Por otro lado, Vermeirssen et al. (2004) mencionan que la hidrofobicidad del péptido es
importante para poder ser inhibidores de la ACE, debido a que presentan gran afinidad por
los sitios activos de esta enzima, a diferencia de los péptidos hidrofilicos. Esto ultimo es
respaldado por Connolly et al. (2014), quienes indican que los péptidos de caracter
hidrofébico presentan mejores probabilidades de inhibir dicha enzima. Sin embargo,
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Marco (2013) indica que la arginina, la cual es un aminoacido hidrofilico, es considerada
como cardioprotector, debido a que previene eventos de hipertension arterial.

Posteriormente de la caracterizacion de la materia prima usada en la presente
investigacion, tanto la harina de QR y QN cocida fueron empleadas en la realizacion de la
prueba bioldgica en ratas Holtzman inducidas a hipertension, con la finalidad de evaluar la
bioactividad de dicho grano andino sobre el perfil lipidico, estrés oxidativo, niveles de

glucosa e hipertension arterial.

4.2.  Ensayos bioldgicos en ratas inducidas a hipertension

4.2.1. Efecto de la harina de quinua cocida sobre el perfil lipidico y estrés oxidativo
La Figura 5 muestra los niveles de triglicéridos (TG) y lipoproteinas de alta densidad
(HDL-c) reportados en los animales de experimentacion luego de la administracion de los

tratamientos (Anexo 15).
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Figura 5: Perfil lipidico en ratas tras la administracion de los tratamientos

Letras diferentes indican diferencias significativas (p < 0.05)

De acuerdo a lo reportado en la Figura 5 no se observd que el consumo de quinua influya

de forma significativa en la reduccion de TG séricos. Al contrario, se pudo apreciar un
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aumento de 22.35 y 8.85 por ciento de dicho parametro (respecto al control negativo),
luego del consumo de QR y QN, respectivamente. De todos los tratamientos, fue la dieta
con inclusion de QR la que presentd un mayor valor de TG, llegando a 92.17 + 20.33
mg/dL, mientras que el valor mas bajo se obtuvo en el tratamiento donde se incluyo el
farmaco antihipertensivo captopril (58.83 + 21.89 mg/dL), viéndose una posible relacion
entre el tratamiento antihipertensivo y la disminucion de TG, tal como se discutird méas
adelante. Sin embargo, a pesar de que la QR incremento los valores séricos de TG, no llega
a superar los valores limite para ratas, el cual es de 60.4-92.7 mg/dL, de acuerdo a lo

reportado por lhedioha et al. (2011) para ratas Wistar.

Por su parte, Takao et al. (2005) y Escudero et al. (2006) reportaron una mejora sobre la
concentracion de TG en sangre luego del consumo de un aislado proteico y semillas de
amaranto, respectivamente. Ademas, Pasko etal. (2010) indicaron que mediante el
consumo de quinua se logré una disminucion del 11 por ciento de los TG totales en ratas
alimentadas con fructosa; sin embargo, estos resultados no fueron significativos en su
estudio. Resulta importante encontrar la manera de controlar el perfil lipidico durante la
hipertension arterial, puesto que Chaudhari & Patil (2019) indican que en este estado
predomina la probabilidad de incrementar los niveles de TG séricos, ademas de la
circunferencia de cintura y los niveles de hemoglobina glicosilada (HbA1lc), la cual es un

indicador de diabetes.

Por otro lado, el consumo de QR increment6 de forma significativa los niveles de HDL-c
en un 42.32 por ciento, respecto al control negativo. Pasko et al. (2010) encontraron en su
investigacion que mediante el consumo de quinua se inhibid la disminucién de HDL-c que
inicialmente provocd una dieta alta en fructosa. Por otro lado, la investigacion de Takao et
al. (2005) dio a conocer que la quinua producia una disminucion de los valores HDL-c
séricos, resultado opuesto a lo reportado en el presente trabajo. Escudero et al. (2006)
indicaron que el consumo de semillas de amaranto incremento los niveles séricos de HDL-
c en ratas, tal como se report6 con el consumo de QR de la presente investigacion. Todos
los valores de HDL-c obtenidos en la Figura 5 se encuentran dentro del rango normal de
45.5 a 56.9 mg/dL, de acuerdo con lIhedioha et al. (2011), a excepcion de aquellas ratas
alimentadas con QR, quienes reportaron una concentracion sérica de 69.50 + 5.17 mg/dL.

Graf et al. (2015) mencionan en su revision que la quinua posee 10 por ciento de fibra

dietaria, la cual promueve la sensacion de saciedad y reduce la absorcion de colesterol y
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otros lipidos. Ademaés, existen estudios epidemioldgicos que encontraron una relacion
inversa entra el consumo de fibra dietaria y el desarrollo de enfermedades cardiovasculares
y obesidad. Otro compuesto que Ilama la atencion en la quinua es el fitoesterol, el cual esta
involucrado en la disminucidon de los niveles de colesterol sérico mediante la competencia
con éste por la absorcion intestinal, ademéas de disminuir la produccion de lipoproteinas
aterogeénicas en el higado e intestino y su efecto antioxidante (Marangoni y Poli 2010, Ho y
Pal 2005, Ryan et al. 2007).

Por su parte, Touyz (2004), indico que la hipertensién esta relacionada con un incremento
en el estrés oxidativo. Dicho autor reportd un incremento en la concentracion del anién
superdxido y del perdxido de hidrégeno, asi como una disminucion en la sintesis de 6xido
nitrico y una menor biodisponibilidad de antioxidantes enddgenos en personas hipertensas.
Es asi que en el Cuadro 5 se muestra la actividad de diversos sistemas antioxidantes, luego
de la administracion de los tratamientos en ratas inducidas a hipertension arterial (Anexo
16).

Cuadro 5: Actividad antioxidante en ratas inducidas a hipertension arterial

tras la administracion de los tratamientos

Grupo Superdéxido dismutasa Catalasa
(U/mg proteina) (U/mg proteina)
Control negativo 19.02° + 1.37 0.52°+0.20
Quinua roja 32.922 +6.21 0.89%° +0.15
Quinua negra 32.73* £ 9.46 1.032+£0.32
Captopril 21.36° +2.85 0.66° + 0.08
Control positivo 20.09° + 2.07 0.73%° + 0.02

*promedio de tres repeticiones + DS. Los valores medios con letras diferentes dentro de la misma

columna indican diferencia significativa (p < 0.05).

De acuerdo al Cuadro 5, se obtuvo un aumento significativo de la actividad de la enzima
superdxido dismutasa (SOD) en las ratas alimentadas con QR y QN, luego de la induccion
a hipertension. Se vio un incremento de dicha actividad en 73.07 por ciento (de 19.02 +
1.37 a 32.92 £ 6.21 U/mg proteina) y 72.08 por ciento (de 19.02 £ 1.37 a 32.73 + 9.46
U/mg proteina), luego del consumo de QR y QN, respectivamente, tomando como
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referencia al control negativo. Dicho resultado se encuentra muy cercano al encontrado por
Bopda et al. (2014), quienes reportaron un incremento de 86 por ciento en la actividad de la
SOD en el higado, luego del suministro de Kalanchoe pinnata en ratas inducidas a
hipertension. Cabe mencionar que la bioactividad del Kalanchoe pinnata fue atribuida a su
contenido de flavonoides. La SOD es la enzima que cataliza la disociacion del radical libre
Oz en agua y peroxido de hidrogeno. Kitiyakara (2003) menciona que un proceso de
induccion a hipertension genera a su vez un incremento en el estrés oxidativo, lo cual
conlleva a la destruccién del sistema SOD, disminuyendo su concentracién. A su vez, un
incremento en la presion arterial (debido a un aumento en el consumo de sal, por ejemplo)
promueve la generacion del radical O>". Ante esto, los antioxidantes provenientes de la
dieta surgen como potenciales compuestos bioactivos que previenen dicha caida del
sistema SOD.

De la misma forma, la actividad de la catalasa aument6 con la inclusion de QN en la dieta
(incrementd en 96.88 por ciento con respecto al control), siendo mayor al del grupo de
ratas alimentadas con QR, pero solo numéricamente, puesto que no se hallo diferencia
estadistica significativa. Esto demuestra una correlacion entre la actividad de las enzimas
SOD vy catalasa, encontrandose un grado de asociacion de 88.24 por ciento (Anexo 17). Fu
et al. (2018) observaron un incremento de la actividad de las enzimas SOD y catalasa
luego de suministrar el compuesto fendlico resveratrol a sus tratamientos inducidos
previamente a estrés oxidativo. Por su parte, Safaeian etal. (2018) reportaron un
incremento de la actividad de la catalasa en aquellos animales administrados con acido
protocatéquico (un tipo de acido fendlico), previamente inducidos a hipertension. Dicho
acido fendlico es conocido por ser un inhibidor de la ruta seguida por el hipertensor
nicotinamida adenina dinucleotido fosfato (NADPH) oxidasa en el endotelio, la cual es una

enzima que tiene un rol importante en la generacién de ROS.

Por otro lado, de acuerdo al Cuadro 5, el incremento de la actividad antioxidante
ocasionado por el consumo de quinua, es mayor a aquel producido por el captopril,
demostrando que el tratamiento antihipertensivo con dicho farmaco no tiene efecto sobre el
estrés oxidativo, a diferencia de la quinua, la cual protege a las ratas de dicho dafio
oxidativo generado por la induccién a hipertension arterial. Sin embargo, Adedara et al.
(2018) reportaron que la reduccion de la actividad antioxidante de la SOD y catalasa

generada por la administracion del L-NAME se vio frenada cuando se suministro
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indistintamente taurina o un farmaco antihipertensivo en ratas como modelo animal. Por su
parte, De Carvalho et al. (2013) reportaron un incremento de la actividad del glutation
(péptido enddgeno antioxidante) luego del consumo de hojuelas de quinua, mientras que
esta variable no sufrido ninguna alteracién durante el consumo de hojuelas de maiz.
Ademaés, Pasko et al. (2010) mencionaron que el consumo de quinua ofrece una proteccion

moderada de las enzimas antioxidantes en el plasma, corazon, rifion y pancreas.

Asimismo, Vinson et al. (2005) reportaron que el contenido de compuestos fendlicos y
flavonoides de ciertos frutos secos inhibe la oxidacion de las lipoproteinas a un nivel in
vitro. Asi, se encontrd una relacion entre la CAO y la mejora de los valores del perfil
lipidico, tal como se aprecia en la presente investigacion, donde los mayores valores de
CAO se reportaron en las ratas alimentadas con quinua, las cuales también presentaron

mejores niveles de HDL-c en sangre.

Diversos estudios clinicos sugieren que la bioactividad presente en la quinua sobre los
niveles de colesterol y el estrés oxidativo se debe principalmente al contenido de proteinas,
fibra, vitaminas (tocoferoles y carotenoides), CF vy fitoesteroles; sin embargo, también se
reportd que los acidos grasos poliinsaturados (PUFA, por sus siglas en inglés) y las
betalainas ejercen roles importantes (Farinazzi-Machado et al. 2012, De Carvalho et al.
2013). Por su parte, Takao et al. (2005) reportaron que el efecto hipocolesterolémico in
vivo de un aislado proteico de quinua se debe a la inhibicion de la reabsorcion de la bilis en
el intestino delgado y a la regulacién de la sintesis del colesterol, debido a que se suprime
la expresion de la HMG-CoA reductasa, enzima responsable de la sintesis de dicho lipido.
Ademaés de la quinua, Pasko et al. (2010) mencionaron que otros cereales tales como el

amaranto y el trigo sarraceno ejercen funciones sobre el colesterol sérico.

Adicionalmente, Graf et al. (2015) indican que la quinua posee &cidos grasos esenciales,
mayormente acido linoleico y linolénico (presenta un perfil similar al aceite de maiz y
soya), ademas de otros acidos como el oleico y palmitico. Dichos acidos grasos son
protegidos de la oxidacion, especialmente en el grano molido, por la vitamina E y otros
antioxidantes presentes en el grano y ejercen roles importantes en el desarrollo cerebral,
sensibilidad a la insulina y salud cardiovascular (Tang et al. 2015 y Ng et al. 2007).

La CAO atribuida al contenido proteico se debe principalmente a la presencia de péptidos

bioactivos, los cuales son liberados en parte durante el proceso de coccion, tal como se
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menciond en el acapite anterior; sin embargo, también se liberan durante la digestion
gastrointestinal. Al respecto, Wada y LoOnnerdal (2015) compararon la bioactividad de
péptidos de leche liberados exclusivamente mediante digestion gastrointestinal con la de
aquellos previamente hidrolizados con la ayuda de enzimas comerciales, reportando una
mayor bioactividad en el primer caso. Asi, dichos autores plantearon que la hidrdlisis
industrial podria atenuar la bioactividad antioxidante; sin embargo, tanto la bioactividad
hipocolesterolémica como la antihipertensiva se vieron favorecidas luego de dicha
hidrolisis, debido a que ésta facilita la exposicion de zonas hidrofobicas de los péptidos, las
cuales estan vinculadas a las mencionadas bioactividades. Al respecto, Hernandez-
Ledesma et al. (2011) indican que la tanto la digestion como la absorcion juegan un rol en
la formacion y degradacion de los péptidos bioactivos, mientras que las peptidasas

plasmaticas determinan su estabilidad en sangre.

Asimismo, Vilcacundo et al. (2018) evaluaron de forma in vitro si la digestion de la
proteina de quinua libera péptidos bioactivos antioxidantes, sugiriendo que tanto los
péptidos y aminoacidos presentes en la quinua ejercen una leve actividad antioxidante
antes de ser digeridos; sin embargo, ésta se ve incrementada a lo largo del proceso de
digestion por la accion de las enzimas gastrointestinales. Dichos autores también
reportaron que los péptidos bioactivos presentes en la quinua son resistentes a las enzimas
gastrointestinales, manteniendo su bioactividad hasta el final de la digestion y, ademas,
atribuyeron la bioactividad a aquellas fracciones con un peso molecular menor a 5 kDa
ricas en residuos hidrofébicos y aromaticos. Los restos hidrofobicos permiten que la
cadena peptidica presente mayor solubilidad en lipidos, facilitando de esta forma una
mejor interaccion con los radicales libres. Asimismo, los aminoacidos aromaticos podrian

donar electrones a los radicales libres, volviéndolos estables (Escudero, 2012).

4.2.2. Efecto de la harina de quinua cocida sobre los niveles de glucosa

La diabetes es un desorden metabdlico que ha alcanzado proporciones epidémicas en todo
el mundo, especialmente en las poblaciones de paises en vias de desarrollo, por lo que se
requieren estrategias de intervencion efectivas, sostenibles y asequibles dirigidas al control
glucémico (Graf et al. 2014). Es por ello que se viene estudiando el efecto de ciertos
alimentos y compuestos bioactivos sobre esta pandemia. En este sentido, la Figura 6

muestra los niveles de glucosa en ratas inducidas a hipertension arterial tras la
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administracion de los tratamientos (Anexo 18). Los menores valores de glucosa sanguinea
fueron encontrados en aquellas ratas alimentadas con QR y QN, quienes alcanzaron 101.33
+ 7.66 y 96.17 = 8.64 mg/dL, respectivamente, presentando diferencia estadisticamente

significativa en comparacion con los otros tratamientos.
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Figura 6: Niveles de glucosa en ratas inducidas a hipertensién arterial tras la
administracion de los tratamientos

Letras diferentes indican diferencias significativas (p < 0.05)

Al respecto, Graf et al. (2015) mencionan en su revision que la fibra presente en la quinua
podria modular la respuesta postprandial de la insulina, debido a que genera saciedad.
Ademas, existen estudios epidemioldgicos que encontraron una relaciéon inversa entra el
consumo de fibra dietaria y el desarrollo de diabetes tipo I, los cuales justificarian el
efecto hipoglicémico reportado en la Figura 6. Cabe mencionar que al respecto de la
actividad hipoglicemiante de la quinua, Graf et al. (2014) reportaron que ésta se debe
principalmente al contenido de ciertos esteroides polihidroxilados.

Por su parte, Farinazzi-Machado et al. (2012) observaron una disminucion de los niveles
de glucosa en sangre luego del consumo diario de una barra de cereal a base de quinua; sin
embargo esa disminucion no se dio de forma significativa. Ademas, Pasko et al. (2010),

indicaron que el consumo de quinua redujo el estres oxidativo y los niveles séricos de
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glucosa, en un 10 por ciento, en ratas Wistar, debido principalmente a la presencia de CF y
tocoferoles. Cabe mencionar que dicho valor fue menor al reportado en la presente
investigacion, puesto que de acuerdo a la Figura 6, las ratas alimentadas con QR y QN
lograron disminuir significativamente sus niveles de glucosa en 18.28 y 22.45 por ciento,
respectivamente, con respecto al control negativo. Ardiansyah et al. (2006) obtuvieron un
resultado similar luego de afiadir salvado de arroz a la dieta, logrando una disminucion de
glucosa sérica de aproximadamente 23 por ciento. Por otro lado, Baldedn et al. (2012)
mencionaron la importancia de la coccion en la actividad hipoglicémica, puesto que
observaron una mayor disminucién del valor de glucosa en sangre cuando se suministro
tarwi cocido que cuando éste se encontraba crudo. Asimismo, Shin et al. (2013),
mencionados por Pineli et al. (2015), indicaron que probablemente, la quinua presenta un
bajo indice glicémico debido a su contenido proteico, puesto que este macronutriente hace

mas lenta la digestion y el vaciado del estdmago.

4.2.3. Efecto de la harina de quinua cocida sobre la inhibicion de la enzima

convertidora de angiotensina

El acapite 4.1 demostré la bioactividad antihipertensiva de la quinua, medida por su
capacidad para inhibir la ACE a un nivel in vitro. Dicha ACE se encuentra presente en
diferentes tejidos, pudiendo influir en los distintos sistemas regulatorios del organismo
(Wang et al. 2012). Es asi que resulta importante conocer el efecto antihipertensivo de las
dietas suministradas a las ratas en los diferentes tejidos donde la ACE esta presente de
forma natural, determinando el porcentaje de inhibicion de la mencionada enzima a un
nivel in vivo. Es por ello que la Figura 7 muestra la inhibicion de la ACE reportada, tanto
en sangre como en rifidn, en ratas inducidas a hipertension arterial, tras la administracion

de los tratamientos (Anexo 19).

De acuerdo a la Figura 7, el consumo de QN incremento significativamente la inhibicion
de la ACE en sangre en 7.14 por ciento con respecto al control negativo (demostrando
mayor capacidad antihipertensiva). Dicho valor es muy cercano al indicado por Ardiansyah
etal. (2006), quienes reportaron un incremento en la inhibiciébn de la ACE de
aproximadamente 10 por ciento, en comparacion con el control, en sangre de ratas
hipertensas luego del consumo de salvado de arroz. La inhibicion de la ACE reportada

luego del consumo de QN fue significativamente mayor al encontrado en la QR; sin
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Figura 7: Inhibicidén de la ACE en ratas inducidas a hipertension arterial tras
la administracion de los tratamientos

Letras diferentes indican diferencias significativas (p < 0.05)

embargo no se encontré diferencia significativa cuando se comparé con el farmaco
captopril. Asimismo, para el caso de la QR, ésta presentdé mejores valores de inhibicion de
la ACE en rifidn, siendo significativamente mayor al control negativo, no coincidiendo con
lo evaluado previamente in vitro, donde fue la QN la que present6 los mejores valores de
inhibicidn de la ACE. Al respecto, Hernandez-Ledesma et al. (2011) mencionan que existe
una falta de correlacion entre los resultados de capacidad antihipertensiva hallados de
forma in vivo e in vitro. Esto se debe a que existen diversos mecanismos responsables de la
inhibicion de la ACE, los cuales se dan a conocer cuando la matriz alimentaria es digerida

y absorbida, ya sea por el modelo animal o el ser humano en el caso de un estudio clinico.

Por su parte, Wang et al. (2012) reportaron una menor actividad de la ACE, tanto en
sangre como en rifién, al usar proteina hidrolizada de trigo en la dieta y, ademas,
encontraron una alta correlacion entre la inhibicion de la ACE y la disminucién de la
presion arterial sistdlica y diastélica. Asimismo, segun la Figura 7, se aprecia que se dio
una mayor inhibicion de la ACE en plasma que en rifidén, debido a que dicha enzima se
encuentra en mayor proporcion en el rifion, por lo que lograr su inhibicion en ese érgano
resultaria clave en el objetivo de disminuir los niveles de presién arterial. Sin embargo, se
debe tener en cuenta que, ademéas de la inhibicion de la ACE, existen mas rutas

involucradas en la regulacion de la presion arterial. Por ejemplo, Bhagani et al. (2018)
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indican que la mayoria de pacientes con hipertension requieren una combinacion de por lo

menos dos medicamentos con distintos principios activos y mecanismos de accion.

Por otro lado, se tiene a los péptidos bioactivos como los principales responsables de la
actividad antihipertensiva. Al respecto, Tagliazucchi et al. (2017) reportaron la liberacion
de péptidos bioactivos antihipertensivos, tales como VPP e IPP, luego de una digestion
gastrointestinal in vitro. Sin embargo, se requieren futuras investigaciones, puesto que la
digestion gastrointestinal in vitro no toma en consideracion las peptidasas presentes en los
cepillos del borde intestinal ni las del citoplasma de los enterocitos. Por su parte,
Majumder y Wu (2009), citados por Hernandez-Ledesma et al. (2011) mencionan que el
método empleado en la coccion también influye en la capacidad de los péptidos para
inhibir la ACE. Asi, dichos autores encontraron que para el caso del huevo, la fritura libera
mas péptidos bioactivos inhibidores de la ACE que el hervido, puesto que la menor

desnaturalizacion en este Gltimo proceso conlleva a una menor digestibilidad proteica.

Asimismo, los CF de la quinua pueden ser significativos en la bioactividad
antihipertensiva, tal como reportaron Akinyemi etal. (2015), quienes encontraron una
disminucion de la actividad de la ACE en sangre y rifion al alimentar a las ratas con
jengibre y carcuma. Dichos autores indicaron que la disminucion de la actividad de la ACE
esta relacionada a los efectos individuales y sinérgicos de los CF presentes en sus materias
primas estudiadas. Balasuriya y Rupasinghe (2012) mencionaron en su investigacion que
aquellos extractos ricos en flavonoides son eficientes inhibidores de la ACE a un nivel in

vitro e in vivo, debido a los grupos hidroxilo de estos compuestos bioactivos.

4.3. Relacion entre hipertension, estrés oxidativo, niveles de glucosa y perfil

lipidico

En los acépites anteriores se observd como el consumo de quinua mejora los niveles de
glucosa, perfil lipidico, enzimas antioxidantes e inhibicién de la ACE en ratas inducidas a
hipertension, sugiriendo que existe una relacion entre todas estas variables estudiadas. Al
respecto, el estudio de Chaudhari y Patil (2019) menciona que existe una fuerte relacion
entre el perfil lipidico y los niveles de HbAlc en pacientes hipertensos. Cabe mencionar

que la HbA1c esta relacionada con los niveles de glucosa en sangre.
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Ademas, el estrés oxidativo juega un rol fundamental en la iniciacion y progresion de las
enfermedades cardiovasculares, incluyendo la hipertension, diabetes tipo I,
hipercolesterolemia, ateroesclerosis y falla cardiaca. La excesiva produccion de ROS esta
implicada en el desarrollo de la hipertension o de la enfermedad coronaria en sus diferentes
etapas, incluyendo el dafio de las células endoteliales vasculares (Ardiansyah et al. 2006).
Del Pino-Garcia et al. (2016) mencionan que la diabetes generalmente se acompafia de un
ambiente pro oxidativo, dislipidemia y disfuncion endotelial, conllevando a
complicaciones micro y macro vasculares. Asimismo, Bitkin Eda et al. (2013) indican que
algunos individuos estan genéticamente predispuestos a presentar insulinorresistencia, la
cual junto con un estilo de vida irregular, inactividad fisica y una alimentacion
desbalanceada podria desencadenar al desarrollo del sindrome metabdlico (SM). Los
componentes caracteristicos de dicho SM son: obesidad abdominal, dislipidemia
aterogénica, elevada presion arterial, insulinorresistencia/intolerancia a la glucosa y un
estado protrombotico y pro inflamatorio, siendo la obesidad el factor mas importante en la
patofisiologia del mencionado sindrome. Ademas, la insulinorresistencia es detectada en
cerca del 50 por ciento de pacientes hipertensos, y como consecuencia de dicha
insulinorresistencia, la hiperinsulinemia contribuye a la elevacién de la presion arterial por

la promocidn del sistema nervioso simpatico y de la actividad renina-angiotensina.

Por otro lado, De Almeida Pinheiro et al. (2017) reportaron que la asociacién entre el
resveratrol y enalapril (uno de los farmacos antihipertensivos inhibidores de la ACE mas
conocidos) mejora los niveles de glucosa y perfil lipidico simultdneamente, debido a la
modulacion de la expresion de genes lipogénicos, los cuales son reguladores criticos de la
homeostasis metabolica. Por su parte, Bitkin Eda etal. (2013) encontraron un efecto
positivo de los farmacos inhibidores de la ACE sobre la hipertrigliceridemia y sobre la
resistencia a la insulina en nifios con SM, demostrando su capacidad hipoglucémica por el
incremento de la via bioquimica de la insulina. Esto podria permitir presentarlos como
farmacos de primera linea en el tratamiento del SM; sin embargo, aln se necesitan mas
estudios al respecto. En la presente investigacion, tal como se vio en el acépite 4.2.1, las
ratas que recibieron captopril disminuyeron sus niveles de TG séricos; sin embargo, no se
reporto el efecto de dicho farmaco en la disminucion de los niveles de glucosa en sangre
(acapite 4.2.2).
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Asimismo, Min et al. (2017) indicaron en su investigacion que son los niveles séricos de
angiotensina-11 (el cual es un potente vasoconstrictor) los que se correlacionan con los
niveles de insulinorresistencia, relacionando de esta forma la diabetes con la hipertension.
Por otro lado, Puchalska et al. (2014) indican que la produccion de angiotensina-11 a nivel
tisular hace que se incremente el estrés oxidativo, y el incremento de éste produce
disfuncion endotelial, lo que origina vasoconstriccion y la liberacion de noradrenalina
(Wagner-Grau 2010). Esto pudo ser apreciado en el acépite 4.2.1, donde la induccién a
hipertension produjo una mayor produccion de radicales libres y por ende, la actividad de
los sistemas antioxidantes se incrementd como parte de nuestro mecanismo de defensa
enddgeno (Sarmadi e Ismael 2010); sin embargo, si dicho sistema no es ayudado por
fuentes externas de antioxidantes, no se puede controlar el estrés oxidativo. Es por ello que
aquellas ratas alimentadas con quinua presentaron niveles mas altos de actividad de las
enzimas antioxidantes SOD y catalasa. Ademas, la relacion entre hipertensién (medida
como actividad de la ACE) y estrés oxidativo se demostr6 en la presente investigacion,
debido a que se encontré una correlacion de 76.14 por ciento entre la inhibicion de la
actividad de la ACE en rifion y el incremento en la actividad de la actividad de la enzima
antioxidante SOD (Anexo 20). Por su parte, Marco (2013) recalca que la hipertension
arterial puede ser controlada a partir de modificaciones en la dieta, donde se destaca la
suplementacion con antioxidantes porque promueven la sintesis de &xido nitrico
(vasodilatador). Cabe mencionar que los radicales libres inactivan el 6xido nitrico,
generando la constriccion de los vasos sanguineos. Asi, los antioxidantes ayudarian a

controlar los radicales libres, mejorando de esta manera la sintesis de éxido nitrico.

El presente estudio confirma que el consumo de QN y QR contribuye con la reduccion de
los niveles séricos de glucosa, asi como también con la disminucion del dafio oxidativo
mediante el incremento de la actividad de diversas enzimas antioxidantes al llevarse a cabo
una induccion a hipertension. Ademas, se aprecia un incremento significativo en los
niveles de HDL-c luego del consumo de QR, mostrando ésta un mayor efecto que la QN.
El mecanismo exacto involucrado en la accion hipolipemiante ain no esta totalmente

esclarecido; sin embargo, en el acépite anterior se discuten posibles explicaciones.
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V. CONCLUSIONES

Bajo las condiciones en que se desarrollé la investigacion se concluye que:

La quinua negra presenta mayor capacidad antioxidante y antihipertensiva, mientras
que la quinua roja presenta un mayor contenido de compuestos fendlicos y

flavonoides a un nivel in vitro.

El consumo de quinua roja incrementd significativamente los valores de

lipoproteina de alta densidad (HDL-c) en ratas inducidas a hipertension.

El menor valor de triglicéridos se aprecié en aquellas ratas hipertensas que
recibieron el farmaco antihipertensivo captopril, mientras que el consumo de

quinua no influy6 en esta variable.

La actividad de la enzima antioxidante superéxido dismutasa aumentd de forma
significativa en aquellas ratas alimentadas con quinua, no encontrandose diferencia
entre ambas variedades, mientras que la actividad de la enzima catalasa se vio
incrementada significativamente solo con el consumo de quinua negra, en

referencia al control.

Los niveles de glucosa se redujeron de forma significativa cuando las ratas fueron
alimentadas con quinua roja y negra, en comparacion con los otros tratamientos, no

encontrandose diferencia estadistica entre ambas variedades.

En comparacion al tratamiento control, el porcentaje de inhibicion de la enzima
convertidora de angiotensina (ACE) mejoré con la inclusion de quinua en la dieta,
obteniéndose un mayor valor en quinua negra y roja cuando se inhibié la ACE en

sangre y rifidn, respectivamente.



VI. RECOMENDACIONES

A partir de los resultados obtenidos, se recomienda lo siguiente:

1. Evaluar otros mecanismos antihipertensivos, ademas de la inhibicién de la ACE,

involucrados en la bioactividad de la quinua.

2. Determinar el perfil de compuestos fendlicos y flavonoides involucrados en las
bioactividades antioxidante y antihipertensiva de la quinua de forma més precisa

que el analisis espectrofotométrico.

3. Evaluar la bioactividad de la quinua durante induccién a hipertension, tomando en

cuenta el nivel de actividad fisica.

4. Determinar la bioactividad antioxidante y antihipertensiva de la quinua en

condiciones normotensas.
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VIII. ANEXOS

Anexo 1: Composicion de dieta estdndar para ratas

PPAB-UNALM Porcentaje (%)
Materia seca 88.33
Proteina 20.00
Fibra 3.47
Grasa 7.48
Lisina 1.05
Metionina 0.51
Met-cys 0.86
Arginina 1.18
Treonina 0.77
Tript6fano 0.28
Glicina 0.86
Gli-Ser 1.86
Histidina 0.52
Leucina 1.72
Isoleucina 0.84
Fenilalanina 0.97
Phe-Tyr 1.82
Valina 0.97
Fosf. Total 0.50
Fosf. Disponible 0.20
Calcio 0.60
Sodio 0.08
Acido linoleico 3.70

Fuente: Planta Piloto de Alimentos Balanceados (s.f.)




Anexo 2: Curva estdndar de proteina soluble

y =1.8294x +0.0631
R?*=10.997

Absorbancia
(s

0 T T T T
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Concentracion de BSA (mg/mL)

Anexo 3: Curva estdndar de capacidad antioxidante ABTS
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Anexo 4: Curva estdndar de compuestos fendlicos totales
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y =38.069x +0.015
R*=10.9994
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Anexo 5: Curva estandar de flavonoides
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y = (Absorbancia de muestra— Absorbancia de blanco)
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Anexo 6: Kit comercial para determinacion de perfil lipidico

1. Caracteristicas:

Analisis completo de Perfil Lipidico en tan solo 45 segundos (45 - 120 seg.), Colesterol
Total (COL), Lipoproteinas de Alta Densidad (HDL), Triglicéridos (TRIG), Lipoproteinas
de Baja Densidad (LDL), Relacion entre Colesterol y HDL (COL / HDL) y Evaluacion de
Riesgo coronario (CHD).

2. Eficiente:

Anaélisis del Perfil Lipidico completo, 6 pardmetros con una sola gota de sangre, en tan
solo 45 segundos: 3 pruebas medidas directamente (COL, TRI, HDL) y 3 por célculo de
software (LDL,COL/HDL y Riesgo Coronario), todo esto con la tira Panel de Lipidos 3 en

1.

Mission Cholesterol Monitoring System
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Anexo 7: Kit comercial para determinacion de glucosa

Caracteristicas:
Dispositivo de medicion que se utiliza para obtener la concentracion de glucosa en la

sangre de manera instantanea, sin necesidad de tener que ir a un centro especializado.

Seguro y conveniente:

- Eyector de la tira que permite la eliminacion de la tira facil y suave para evitar la
contaminacion

- Disponible para sangre capilar, venosa, y los analisis de sangre neonatales

- Lancet eyector disefiado para la liberacion de la lanceta

- Prueba simple y rapida con una pequefia muestra de sangre

- Pruebas multiples, incluyendo la yema del dedo, la palmay el antebrazo

- Los resultados exactos disponibles en tan sélo 5 segundos

- So6lo 0.8 ml muestra de sangre necesaria

On Call Advanced
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Anexo 8: Resultados de los analisis en la harina de quinua roja y negra cocida

Anélisis Quinua roja Quinua negra
Capacidad antioxidante | R1 21.36 25.33
total (umol TE/g R2 21.07 23.92
muestra) R3 20.88 25.64
Capacidad antioxidante | R1 2,931.95 3,376.15
especifica (umol TE/g | R2 3,147.05 3,174.36
proteina) R3 3,148.24 3,300.51

R1 16.27 17.13
Inhibicion de la ACE*

R2 15.57 17.79
(%)

R3 16.12 18.88
Valor 1Cso ( pg/mL ) R1 0.3796 0.2924

*ACE= Enzima convertidora de Angiotensina. Inhibicién realizada a 1 mg/mL de concentracién proteica.
ND: No detectado

Anexo 9: Compuestos fendlicos y flavonoides obtenidos en la harina de quinua roja 'y
negra cocida

Anélisis Quinua roja Quinua negra
) R1 96.13 136.35
Compuestos fendlicos (mg
o . _ R2 100.51 119.09
acido galico/ 100 g quinua)
R3 100.40 124.03
) - R1 67.00 73.89
Flavonoides (mg quercitina/
) R2 79.90 98.21
100 g quinua)
R3 81.16 100.65
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Anexo 10: Prueba de correlacion entre la capacidad antioxidante total y el contenido
de compuestos fenolicos

Correlaciones

Capacidad antioxidante | Compuestos fendlicos (mg

total (umol TE/g muestra) | acido galico/100 g muestra)

Capacidad antioxidante total -0.9224
(umol TE/g muestra)
(6)
0.0088

Compuestos fenolicos -0.9224

(mg &cido galico/100g muestra)

(6)
0.0088
Correlacion
(Tamafio de Muestra)
Valor-P

Anexo 11: Prueba de correlacion entre la capacidad antioxidante total y el contenido

de flavonoides

Correlaciones

Capacidad antioxidante |Flavonoides (mg quercitina/
total (umol TE/g muestra) 100 g muestra)
Capacidad antioxidante total -0.8533
(umol TE/g muestra)
(6)
0.0307
Flavonoides -0.8533
(mg quercitina/100 g muestra)
(6)

0.0307
Correlacion
(Tamarfio de Muestra)
Valor-P
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Anexo 12: Prueba de correlacion entre la capacidad antioxidante total y el contenido
de proteina soluble

Correlaciones

Proteina soluble Capacidad antioxidante total
(mg/g muestra) (umol TE/g muestra)
Proteina soluble (mg/g 0.8780
muestra)
(6)
0.0214
Capacidad antioxidante total 0.8780
(umol TE/g muestra)
(6)
0.0214

Correlacién
(Tamario de Muestra)
Valor-P
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Anexo 13: Célculo de valores ICso de la harina de quinua roja y negra cocida

= 20.00
=
= —_ -
= 2= 0.9944
.E
v = 10.00
E S _— —e—Quinua roja
= — y =89.609x + 15.986 _
< 5.00 o~ 2= () 9985 Quinua negra
= 0.00
-0.15 -0.1 -0.05 0

Log Concentracion proteica (mg/mL)

Anexo 14: Prueba de correlacion entre la capacidad antioxidante y la inhibicién de la

ACE de la harina de quinua roja y negra cocida

Correlaciones

Inhibicion de la ACE | Capacidad antioxidante total
(%) (umol TE/g muestra)
Inhibicion de la ACE (%) 0.8775
(6)
0.0216
Capacidad antioxidante total
(umol TE/g muestra) 08775
(6)
0.0216

Correlaciéon
(Tamario de Muestra)
Valor-P
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Anexo 15: Perfil lipidico en ratas inducidas a hipertension arterial tras la

administracion de los tratamientos

Grupo Repeticion | HDL-c en sangre | TG en sangre
(mg/dL)* (mg/dL)*

R1 68.00 106.00

R2 45.00 59.00

T1: Control negativo R3 50.00 76.00
R4 42.00 56.00

R5 42.00 83.00

R6 46.00 72.00

R1 69.00 90.00

R2 66.00 93.00

T2: Quinua roja R3 69.00 66.00
R4 70.00 75.00

R5 79.00 121.00

R6 64.00 108.00

R1 54.00 86.00

R2 46.00 75.00

T3: Quinua negra R3 61.00 94.00
R4 51.00 82.00

R5 50.00 83.00

R6 52.00 72.00

R1 41.00 45.00

R2 54.00 47.00

T4: Captopril R3 46.00 45.00
R4 51.00 56.00

R5 72.00 102.00

R6 50.00 58.00

R1 48.00 68.00

R2 50.00 63.00

. R3 61.00 85.00

T5: Control positivo R4 29.00 4700
R5 51.00 67.00

R6 53.00 64.00

* HDL-¢ = Lipoproteinas de alta densidad
TG = Triglicéridos
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Anexo 16: Actividad antioxidante en ratas inducidas a hipertension arterial tras la

administracion de los tratamientos

. Superoxido dismutasa Catalasa
Grupo Repeticion ) )
(U/mg proteina) (U/mg proteina)
T1: R1 19.99 0.66
Control R2 18.05 0.39
negativo R3 19.02 0.52
R1 24.88 0.88
T2:
) ) R2 38.51 1.01
Quinua roja
R3 31.24 0.68
R4 37.03 0.97
T3: R1 36.48 1.15
Quinua negra R2 39.74 1.27
R3 21.97 0.67
R1 25.54 0.77
T4:
) R2 20.73 0.65
Captopril
R3 19.32 0.61
R4 19.85 0.61
R1 21.55 0.74
T5:
. R2 18.62 0.72
Control positivo
R3 20.09 0.73
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Anexo 17: Prueba de correlacién entre la actividad de la enzima superoxido
dismutasa y catalasa tras la administracion de los tratamientos

Correlaciones

Catalasa (U/mg Superdxido dismutasa
proteina) (U/mg proteina)
Catalasa (U/mg proteina) 0.8824
(11)

0.0003

Superoxido dismutasa (U/mg proteina) 0.8824
(11)

0.0003

Correlacion
(Tamario de Muestra)
Valor-P
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Anexo 18: Nivel de glucosa en ratas inducidas a hipertension arterial tras la

administracion de los tratamientos

Grupo Repeticion | Glucosa en sangre
(mg/dL)
R1 127.00
R2 120.00
T1: Control negativo R3 132.00
R4 123.00
R5 120.00
R6 122.00
R1 100.00
R2 114.00
T2: Quinua roja R3 102.00
R4 100.00
R5 90.00
R6 102.00
R1 90.00
R2 102.00
T3: Quinua negra R3 94.00
R4 86.00
R5 95.00
R6 110.00
R1 120.00
R2 123.00
T4: Captopril R3 124.00
R4 126.00
R5 109.00
R6 -
R1 85.00
R2 143.00
. R3 136.00
T5: Control positivo R4 110,00
R5 130.00
R6 149.00
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Anexo 19: Inhibicion de la ACE en sangre y rifidén de ratas inducidas a hipertension

arterial tras la administracion de los tratamientos

Grupo . Inhibicion de la Inhibicion de la
Repeticion )
ACE en sangre (%)* | ACE en rifion (%)*
R1 64.88 13.23
T1: Control negativo R2 65.36 6.47
R3 63.95 9.85
R4 70.39 9.85
R1 67.89 22.98
T2: Quinua roja R2 65.11 16.42
R3 64.14 25.26
R4 64.00 27.26
R1 74.35 7.22
T3: Quinua negra R2 73.37 11.21
R3 70.54 9.22
R4 65.22 9.22
R1 72.45 17.63
T4: Captopril R2 70.21 19.50
R3 72.69 18.57
R4 74.49 18.57
R1 71.71 20.12
T5: Control positivo R2 71.40 19.95
R3 71.57 23.54

*ACE= Enzima convertidora de Angiotensina.

82



Anexo 20: Prueba de correlacién entre la actividad de la enzima superoxido
dismutasa y la inhibicion de la ACE tras la administracion de los tratamientos

Inhibicion de la Inhibicion de la | Superdxido dismutasa
ACE en rifién (%) | ACE en sangre (%) (U/mg proteina)
Inhibicién de la ACE 0.6333 0.7614
en rifion (%)
(7) (7)
0.1268 0.0468
Inhibicién de la ACE 0.6333 0.6290
en sangre (%)
(7) (7)
0.1268 0.1302
Superéxido dismutasa 0.7614 0.6290
(U/mg proteina)
(7) ()
0.0468 0.1302

Correlacion
(Tamafio de Muestra)
Valor-P

Los siguientes pares de variables tienen valores-P por debajo de 0.05:

Inhibicion de la ACE en rifion (%) y Superoxido dismutasa (U/mg proteina)
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