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RESUMEN

La quinua, es un grano andino, muy reconocido por la calidad nutricional y propiedades
bioldgicas de su proteina. La presente investigacion evalud el potencial de la proteina
globulina de la quinua como precursora de péptidos con actividades inhibidoras de la enzima
convertidora de la angiotensina | (ECA) (efecto antihipertensivo) y de la enzima dipeptidil
peptidasa IV (DPP-1V) (efecto hipoglucemiante) usando los enfoques in silico e in vitro. La
enzima termolisina fue empleada para la evaluacion de la hidrdlisis in silico de las globulinas
de la quinua: 13S globulin seed storage protein 2-like, 13S globulin seed storage protein 1-
like, 11S globulin seed storage protein 2-like y 11S seed storage, empleando la base de datos
BIOPEP. Luego de la hidrdlisis, mediante el empleo del programa PeptideRanker se
selecciond, de entre todos los péptidos generados de la hidrdlisis, a tres de ellos: FPR
(Fenilalanina-Prolina-Arginina), YSPHW (Tirosina-Serina-Prolina-Histidina-Triptéfano) y
IPPG (Isoleucina-Prolina-Prolina-Glicina), como péptidos con bioactividad de interés por
sus efectos antihipertensivos y/o hipoglucemiantes. Los tres péptidos, fueron posteriormente
evaluados in silico en su estabilidad frente a las condiciones de digestion gastrointestinal
(empleando pepsina, tripsina y quimiotripsina, secuencialmente), encontrandose que FPR y
YSPHW sufren hidrélisis obteniéndose péptidos de menor tamafio: PR y SPH
respectivamente; mientras que el péptido IPPG, se mantuvo intacto; adicionalmente se
observo que el primero destaco por su actividad inhibidora de la ECA, el segundo por su
actividad inhibidora de la DPP-IV y el Gltimo destacd en ambas actividades; resultados que
posteriormente fueron evaluados mediante analisis de acoplamiento molecular (docking) in
silico, donde se vieron respaldados los hallazgos encontrados. Los resultados encontrados
del andlisis in silico, fueron posteriormente corroborados mediante evaluacion in vitro
realizados en un concentrado proteico y en la fraccion globulina de la quinua que fueron
hidrolizados con termolisina. Los resultados de la presente investigacion nos indican que la
fraccion globulina de la quinua hidrolizada con termolisina puede ser considerada una muy

buena fuente para la obtencion de péptidos antihipertensivos e hipoglucemiantes.

Palabras clave: Quinoa, péptidos bioactivos, in silico, in vitro, antihipertensivo,

hipoglucemiante.



ABSTRACT

Quinoa is an Andean grain, well known for the nutritional quality and biological properties
of its protein. Thus, the present investigation evaluated the potential of quinoa globulin
protein as a precursor of peptides with inhibitory activities of the angiotensin | converting
enzyme (ACE) (antihypertensive effect) and of the enzyme dipeptidyl peptidase IV (DPP-
IV) (hypoglycemic effect) using in silico and in vitro approaches. The thermolysin enzyme
was used for the evaluation of the in silico hydrolysis of the globulins: 13S globulin seed
storage protein 2-like, 13S globulin seed storage protein 1-like, 11S globulin seed storage
protein 2-like and 11S seed storage, using the BIOPEP database. After hydrolysis, using the
PeptideRanker program, it was selected, among all the peptides generated from hydrolysis,
to three of them: FPR (Phenylalanine-Proline-Arginine), YSPHW (Tyrosine-Serine-Proline-
Histidine-Tryptophan) and IPPG (Isoleucine-Proline-Proline-Glycine), as peptides with
bioactivity of interest for their antihypertensive and/or hypoglycemic effects. The three
peptides were subsequently evaluated in silico for their stability against gastrointestinal
digestion conditions (using pepsin, trypsin and chymotrypsin, sequentially), finding that FPR
and YSPHW undergo hydrolysis, obtaining smaller peptides: PR and SPH, respectively;
while the IPPG peptide remained intact; additionally, it was observed that the first one stood
out for its ACE inhibitory activity, the second for its DPP-IV inhibitory activity and the last
one stands out for both activities; results that were evaluated by molecular docking analysis
(docking) in silico, where the findings found were supported The results found from the in
silico analysis were later corroborated by in vitro evaluation carried out on a protein
concentrate and on the quinoa globulin fraction , hydrolyzed with thermolysin. The results
of this research indicate that the globulin fraction of quinoa hydrolyzed with thermolysin can
be considered a very good source for obtaining antihypertensive and hypoglycemic peptides.

Keywords: Quinoa, bioactive peptides, in silico, in vitro, antihypertensive, hypoglycemic.



l. INTRODUCCION

La quinua (Chenopodium quinoa Willd.), es un grano andino que esta recibiendo atencion a
nivel mundial debido a sus propiedades nutricionales y bioldgicas (Pedrali et al., 2022).
Ademas de tener proteinas de alta calidad por su contenido equilibrado de aminoacidos
esenciales, es libre de gluten (Galante et al., 2019). Respecto a la hipertension, Aluko y
Monu (2003) demostraron el efecto inhibitorio de los péptidos antihipertensivos producidos
a partir de la quinua usando alcalasa sobre la enzima convertidora de la angiotensina | (ECA).
Mientras que, en el caso de la diabetes, Vilcacundo et al. (2017) evidenciaron que los
péptidos de quinua poseen actividad de inhibicion a la dipeptidil peptidasa IV (DPP-1V) y
recientemente Guo et al. (2020) a través de evaluaciones in silico e in vitro reportaron la

presencia de péptidos derivados de la proteina de la quinua que inhiben la DPP-1V.

El método méas ampliamente documentado para la obtencidén de péptidos es mediante el
empleo de una hidrdlisis in vitro, usando proteasas de origen vegetal, animal o microbiano,
lo que involucra una serie de pasos, como: la seleccion del sustrato (proteina) y la enzima,
evaluar las condiciones de hidrdlisis, el estudio de la bioactividad de los péptidos obtenidos
in vitro, la purificacion y separacion de fracciones activas, la identificacion de secuencias
peptidicas, seguido de la validacion en estudios in vivo (FitzGerald et al., 2019). De acuerdo
con FitzGerald et al. (2019), todo ello requiere de un esfuerzo significativo debido al largo
tiempo empleado y en algunas oportunidades no se llega a obtener un resulta exitoso). Frente
aello, surge la alternativa del empleo de los métodos in silico (empleados desde hace tiempo
atras para el desarrollo de farmacos), estos hacen uso de herramientas bioinformaticas (ej.
BIOPEP, NCBI, Discovery, NAMD, entre muchos otros) para descubrir péptidos bioactivos,
con una tasa mas rapida de adquisicion y de recuperacion de resultados, un menor uso y
consumo de reactivos y bajo costo (lwaniak et al., 2019), siendo necesario posteriormente

realizar evaluaciones a nivel in vitro o in vivo, para validar los hallazgos.



Teniendo en cuenta la viabilidad de la metodologia y la escasa investigacion en esta temética
referida a la protedlisis in silico empleando a la termolisina para la obtencion péptidos con
propiedades antihipertensivas e hipoglucemiantes a partir de la proteina de la quinua, es que
el presente trabajo se desarrollé teniendo como objetivos: 1) Evaluar el potencial de la
termolisina para liberar péptidos con actividad antihipertensiva (inhibicion de la enzima
convertidora de la angiotensina-I, ECA) e hipoglucemiante (inhibicion de la enzima
dipeptidil peptidasa IV, DPP-IV) mediante simulacion de hidrolisis in silico; 2) Predecir la
estabilidad de los péptidos generados frente a la digestion gastrointestinal simulada in silico;
3) Evaluar en los péptidos su potencial de bioactividad, las propiedades de hidrofobicidad y
toxicidad; asi como realizar el andlisis de modelamiento molecular y 4) Evaluar las
propiedades antihipertensiva e hipoglucemiante de la proteina y la fraccion globulina de la

quinua hidrolizadas con termolisina mediante hidrolisis in vitro.



Il. REVISION DE LITERATURA

21. QUINUA

2.1.1. GENERALIDADES

La quinua (Chenopodium quinoa Willd.) es una planta con origen en las regiones andinas
(Morales et al., 2021), se pueden cultivar en montafias altas y es tolerante al frio y sequias
(Repo-Carrasco et al., 2010). En los ultimos afios esta siendo cultivada en muchos paises de
Asia y Europa (FAOSTAT, 2019). Su semilla, Ilamada por el mismo nombre, fue
considerada un pseudocereal de alta importancia para las culturas precolombinas en América
Latina y hasta la actualidad es consumido en zonas rurales como los pueblos aymaras y
quechuas (Abugoch, 2009). En la Figura 1 se puede observar la morfologia de la planta.

Figura 1: Chenopodium quinoa Willd
FUENTE: Murphy y Matanguihan (2015)



Segun Apaza et al. (2013) la posicion taxondmica de la quinua es la siguiente:

Reino: Vegetal

Division: Faner6gamas

Clase: Dicotiledoneas

Sub clase: Angiospermas

Orden: Centrospermales

Familia: Amaranthaceae

Género: Chenopodium

Seccion: Chenopodia

Subseccion: Cellulata

Especie: Chenopodium quinoa Willdenow

El Ministerio de Desarrollo Agrario y Riego (Midagri) (2021) sefiala que la quinua se cultiva
en 19 de los 24 departamentos de Perd. En la Figura 2 se muestra la distribucion anual de
produccién de quinua desde el afio 2011 hasta el 2020, destacando la region Puno, seguido

de Ayacucho, Apurimac, Arequipa, Cusco y Junin.
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Figura 2: Produccion de quinua por departamentos 2011-2020
FUENTE: Ministerio de Desarrollo Agrario y Riego (Midagri) (2021)



El Peru presenta diversas variedades comerciales de quinua, las cuales se reportan a

continuacion en la Tabla 1.

Tabla 1: Variedades comerciales de quinua en el Peru

Nombre de la variedad

Zonas de produccion

INIA 431 - Altiplano

INIA 427 - Amarilla Sacaca
INIA 420 - Negra Collana

INIA 415 - Pasankalla
llIpa INIA

Salcedo INIA
Quillahuaman INIA
Ayacuchana INIA
Amarilla Marangani
Blanca de Juli
Blanca de Junin
Cheweca

Huacariz

Hualhuas

Huancayo

Kankolla

Mantaro

Rosada de Junin
Rosada Taraco

Rosada de Yanamango

Altiplano, Costa

Valles Interandinos

Altiplano, Valles Interandinos, Costa
Altiplano, Valles Interandinos, Costa
Altiplano

Altiplano, Valles Interandinos, Costa
Valles Interandinos

Valles Interandinos

Valles Interandinos

Altiplano

Valles Interandinos, Costa

Altiplano

Valles Interandinos

Valles Interandinos

Valles Interandinos

Altiplano

Valles Interandinos

Valles Interandinos

Altiplano

Valles Interandinos

FUENTE: Apaza et al. (2013)



2.1.2.VARIEDAD PASANKALLA

La variedad INIA 415- Pasankalla (Figura 3), de acuerdo con INIA (2012), fue desarrollada
por el Instituto Nacional de Innovacion Agraria-INIA como alternativa para los productores,
exportadores, agroindustria y mercado interno debido a su alta productividad y buena
calidad.

Se desarrolla en la zona agroecoldgica Suni del altiplano (3815-3900 msnm) a temperaturas
entre 4 a 15°C, con clima frio seco (INIA, 2012) y en la region costa entre los 640 y 1314
msnm, temperatura maxima de 24 a 25°C en suelos de textura franco arenoso (Apaza et al.,
2013).
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Figura 3: INIA 415 - Pasankalla
FUENTE: Apaza et al. (2013)

Apaza et al. (2013) describen a esta variedad como una semilla de aspecto opaco, color:
perigonio (purpura), pericarpio (plomo claro), episterma (vino oscuro), perisperma (blanco)
y de forma cilindrica. Ademas, es consumida tradicionalmente en sopas, ensaladas, guisos,
postres, panes y bebidas, mientras que, en la agroindustria se procesa bajo forma: expandida,
perlada, laminada, molienda y extruida. En la Figura 4, se puede observar que la variedad

Pasankalla posee el mayor contenido proteico (16.81 g/100g) seguido de la variedad



Altiplano Lima (16.07 g/100g) (Soto et al., 2015).
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Figura 4: Contenido de la proteina en 12 variedades de quinua (variedades
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mejoradas y selecciones nativas)
FUENTE: Soto et al. (2015)

2.1.3. COMPOSICION NUTRICIONAL

Wei et al. (2022) sefialan que en los Gltimos afios la quinua ha recibido un creciente interés
en diferentes regiones del mundo por su alta calidad nutricional y sobre todo por su alto
contenido en proteina (14-23 por ciento). En la Tabla 2, se muestra el andlisis proximal de

las semillas de quinua.

Dentro del grupo de carbohidratos que posee la quinua, tenemos al almidén que constituye
entre el 58.1 al 64.2 por ciento de materia seca y se caracteriza por su alta digestibilidad y
solubilidad (Repo-Carrasco et al., 2003). Tanwar et al. (2019) sefialan que la quinua contiene
de 8-13 por ciento de fibra dietética, mas alta comparada a otros cereales como el arroz y
maiz. Respecto a la composicion lipidica de la quinua se componen también por acidos
grasos insaturados como ®-3 y ®-6 (proporcion 6:1) ampliamente conocidos por sus efectos

beneficiosos para la salud (Gordillo-Bastidas et al., 2016).



Abugoch (2009) afirma que las semillas de quinua son ricas en micronutrientes como
minerales y vitaminas, siendo los principales minerales: potasio, fdsforo y magnesio; poseen
altos niveles de vitamina Bes y folato total en 100 g que cubren lo requerido en la dieta de
nifios y adultos. Por otro lado, es importante sefialar que la quinua contiene alrededor de 71.7
mg de &cido gélico equivalente (AGE)/100g de polifenoles totales, el cual es mayor al
contenido de otros cereales como el amaranto y trigo (Punia et al., 2021), este contenido
varia de acuerdo a la variedad del grano, como es el caso de la quinua roja que contiene un

90% mas de flavonoides totales que los granos simples (Brend et al., 2012).

De otro lado, Punia et al. (2021) sefialan que no todos los componentes de la quinua son
beneficiosos para la salud, debido a que posee factores anti nutricionales como es el caso
de las saponinas (que se encuentran en altas cantidades), acido fitico, taninos, inhibidores

de tripsina, nitratos y oxalatos.

Tabla 2: Referencias de componentes en quinua (g/100 g de materia fresca)

Componentes  (Dini et al., (Koziol, (De Bruin, (Wrigth et Media
1992) 1992) 1963) al., 2002)
Carbohidratos 60.0 69.0 69.7 74.7 68.4
Proteinas 12.5 16.5 15.6 16.7 15.3
Grasas 8.5 6.3 7.4 55 6.9
Cenizas 3.7 3.8 3.0 3.2 3.4

FUENTE: Vargas et al. (2019)

a. PROTEINA DE LA QUINUA

La proteina de la quinua se ha considerado una fuente potencial para el enriquecimiento de
alimentos o para la produccion de alimentos funcionales debido a su alto contenido proteico
y calidad proteica (Daliri et al., 2021; Vega - Galvez et al., 2010), debido a su composicion

equilibrada de amino&cidos y su enriquecimiento con aminoacidos esenciales (Galante et al.,
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2019). Dakhili et al. (2019) afirman que las semillas de quinua son ricas en lisina, histidina

y metionina, aminodcidos que son generalmente limitados en cereales comunes (Tabla 3).

De acuerdo con las recomendaciones de la FAO/WHO, la quinua proporciona méas del 150
por ciento de requerimientos diarios de aminoacidos esenciales en escolares y méas del 200
por ciento en adultos, debido a que no es deficiente en aminoécidos esenciales (Dakhili et
al., 2019). El perfil de aminoacidos de la quinua y otros cereales en comparacién con el
patron de WHO/FAO se presenta en la Tabla 3:

Tabla 3: Perfil de aminoacidos de la quinua y otros cereales

Aminoécidos (g/100g Quinua Trigo  Arroz FAO/WHO

proteina) (Elsohaimy etal.,, (USDA, (Koziol, (FAO, 1985;
2015; USDA, 2015) 1992) WHO, 1985)
2015)

Aminoécidos esenciales

Histidina 2.9 2.3 2.1 1.6
Leucina 5.9 6.8 8.2 1.9
Isoleucina 3.6 3.6 4.1 1.3
Lisina 54 2.7 3.8 1.6
Metionina + cisteina 3.6 4.2 3.6 1.7
Fenilalanina + tirosina 6.1 7.8 10.5 1.9
Treonina 3.0 2.9 3.8 0.9
Valina 4.2 4.4 6.1 1.8
Triptéfano 1.2 1.3 1.1 0.5
Aminoacidos no esenciales
Alanina 4.2 3.6 54 0.26
Glicina 4.9 4.2 4.25 0.2
Prolina 55 10.2 4.9 0.61
Serina 4.0 4.6 4.8 0.53
Acido glutamico 13.2 31.7 17.2 1.75
Acido aspartico 8.0 5.1 8.6 0.88



«Continuacién»

Arginina 7.7 4.7 9.1 0.46

FUENTE: Dakhili et al. (2019)

Abugoch (2009) sefiala que las proteinas de la quinua estdn conformadas principalmente por
albuminas 2S (35%), globulinas 11S (Quenopedina globular) (37%) y posee bajos
porcentajes de prolaminas (0.5-7.0%). Punia et al. (2021) afirman que las globulinas de la
quinua son ricas en &cido glutamico, asparagina / acido aspartico, arginina, serina, leucina 'y
glicina, excepto metionina y cisteina (aminoacidos que contienen azufre). Dakhili et al.
(2019) mencionan que las propiedades funcionales y estructura de las globulinas de quinua
dependen del pH (estables en el intervalo de 6-9) y poseen estructura de un hexamero. Si se
exponen a un pH &cido pueden perder su estructura terciaria mientras que a un pH alcalino

sufren disociacién de subunidades debido a la repulsion electrostatica (Marcone, 1997).

a.1. PRECIPITACION Y SOLUBILIDAD DE PROTEINAS DE QUINUA

Elsohaimy et al. (2015) realizaron un estudio sobre las propiedades fisicoquimicas y
funcionales del aislado proteico de quinua, donde determinaron un mayor rendimiento de
proteina precipitada a pH 4.5 con 88.74 + 0.53 por ciento, siendo el punto isoeléctrico (pl)
de la proteina cercano al de otras proteinas de fuentes vegetales como: leguminosas (pl =
4.5), trigo (pl = 4.22) y arroz (pl = 4.46). Asimismo, los estudios realizados por Elsohaimy
et al. (2015) mostraron que la solubilidad de la proteina depende del pH (Figura 5), a pH
mayores (pH 10) se alcanzo la maxima solubilidad (71.21 por ciento), mientras que a un pH
4 se observo una solubilidad minima (25.59 por ciento), determinando que el valor de pH

Optimo para la maxima solubilidad de la proteina fue pH 10.
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Figura 5: Solubilidad del aislado de proteina de quinua
FUENTE: Elsohaimy et al. (2015)

2.2. PEPTIDOS BIOACTIVOS

2.2.1. DEFINICION

Los péptidos bioactivos son definidos por Sanchez y Vazquez (2017) como compuestos
organicos formadas de aminoacidos (2 a 20 unidades) que se encuentran unidos por enlaces
covalentes (enlace amida o peptidicos). De acuerdo con Garcia et al. (2013) los péptidos
bioactivos pueden presentar diversas actividades tales como: antioxidante, antihipertensivo,

hipocolesterolémico, inmunoestimulante, entre otros.

2.2.2. OBTENCION

Los péptidos bioactivos estan encriptados en secuencias primarias de proteinas y pueden ser
liberados por la accion de enzimas proteoliticas (exdgenas y enddgenas), la fermentacion

microbiana o durante el procesamiento de alimentos (Singh et al., 2022).

Sanchez y Vazquez (2017) afirman que la hidrolisis enzimatica es el método mas eficaz y

confiable para la produccién de péptidos con funcionalidad, asi se han producido una gran
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cantidad de péptidos y mezcla de péptidos (hidrolizados) a partir de proteinas de fuentes
vegetales (ej. soja, maiz, patata, mani) y animales (ej. suero, leche, huevo y carne). Las
enzimas empleadas para la protedlisis se clasifican en endopeptidasas y exopeptidasas, de
acuerdo al sitio de accidn sobre el sustrato; las exopeptidasas hidrolizan los extremos N- 0
C-terminales del péptido, mientras que las endopeptidasas rompen los enlaces peptidicos
dentro y lejos de los extremos de una cadena polipeptidica (Sitanggang et al., 2021).

Las enzimas proteoliticas derivadas de plantas, animales y microorganismos se pueden
utilizar para el proceso de hidrolisis de proteinas con la finalidad de obtener péptidos
bioactivos (Tabla 4) (Kim et al., 2012).

Tabla 4: Enzimas proteoliticas provenientes de diferentes fuentes

Proteasas Nombre Puntos de accion

Vegetales () Papaina (Papaya) C-terminal: Arginina, fenilalanina, leucina,
glicina, treonina®
N-terminal: Glutamina®
Bromelina (Pifia) C-terminal: Alanina, treonina, leucina,
arginina, glicina, serina, fenilalanina®
Ficina (Ficus sp) C-terminal: Lisina, fenilalanina, tirosina,

glicina, serina, leucina, arginina, histidina. ®

Animal @ Tripsina C-terminal: Lisina, arginina. ®
Quimiotripsina C-terminal: Tirosina, tript6fano, fenilalanina,
leucina, asparagina, histidina, metionina. ©
Pepsina C-terminal: Fenilalanina, leucina, glicina,
tirosina, alanina, glutamato, glutamina,
treonina, asparagina, lisina, aspartato,
metionina. ©

N-terminal: Valina, isoleucina®

Microbiano Termolisina N-terminal: Alanina, leucina, isoleucina,
ME)®) (Endoproteasa de valina, tirosina, fenilalanina®
Geobacillus

stearothermophilus)
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«Continuacion»
Neutrase (Endoproteasa C-terminal Leucina y fenilalanina en la
de Bacillus posicion P1()

amyloliquefaciens)

FUENTE: ® Mazorra-Manzano et al. (2017) @ Sitanggang et al. (2021) ® Lacroix y Li-Chan (2012)
“ Bruno et al. (2019) ® BIOPEP (2022) ® Torruco — Uco et al. (2009)  BRENDA Enzyme
Database (s/f).

a. PROTEASA MICROBIANA: TERMOLISINA

La termolisina obtenida de Geobacillus stearothermophilus es una proteasa neutra
termoestable de 34.4 kDa descrita como una de las mejores estudiadas de las metaloproteasas
de zinc (O'Dononue et al., 1994 citado por Ke et al., 2013), se caracteriza por ser
termoestable debido a que en su interior posee cuatro iones Ca?* que evitan grandes
fluctuaciones conformacionales (Blumberger et al., 2007). De acuerdo con Blumberger et
al. (2007) esta endoproteasa de zinc extracelular bacteriana cataliza la hidr6lisis de los
enlaces peptidicos en la region N-terminal de grandes residuos hidrofilicos (Figura 6),

ademas se ha demostrado que este Unico ion de zinc es esencial para su funcién catalitica.

z /H Termolisina 0
o _—
\ N
0 " 0

Figura 6: Escision de enlaces peptidicos por termolisina
FUENTE: Blumberger et al. (2007)

El sitio principal para la especificidad de escision por la termolisina es el sitio S1° como se

observa en la Figura 7 (Adekoya et al. 2009). Asi también, la herramienta informatica
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BIOPEP (2020) sefiala que la termolisina hidroliza los enlaces peptidicos a partir del lado

N-terminal de los aminoécidos: alanina, leucina, isoleucina, valina, tirosina y fenilalanina.

Sustrato o inhibidor
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ST T\ r T T
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Figura 7: Representacion esquematica de subsitios de especificidad de

termolisina
FUENTE: Adekoya et al. (2009)

2.2.3. PEPTIDOS BIOACTIVOS DE LA PROTEINA DE QUINUA

Shi et al. (2019) sefiala que estudios han demostrado el mejoramiento de propiedades
bioactivas de las proteinas mediante hidrdlisis enzimatica en condiciones controladas. Tal es
el caso de la generacion de péptidos inhibidores de DPP-1V a partir de la proteina de quinua
realizando una digestién simulada con: pepsina, pancreatina y extracto de bilis (todas de
origen porcino) (Vilcacundo et al., 2017) y mediante el uso de proteasas vegetales, como:
papaina, ficina y bromelina (Guo et al., 2020). También se ha reportado la produccion de
péptidos inhibidores de la ECA y o-glucosidasa usando las enzimas: bromelina,
quimiotripsina y pronasa E bajo condiciones in vitro (Mudgil et al., 2020). Recientemente,
You et al. (2022) obtuvieron péptidos con propiedades inhibitorias sobre la DPP-1V, a partir
de proteina de quinua germinada, donde la hidrolisis in vitro se realizd con las enzimas:

Papaina, Alcalasa, Neutrasa, Flavourzyme y la digestion con pepsina-tripsina.

2.3. HIPERTENSION ARTERIAL

La hipertension o también llamada presion arterial elevada (PA) es un problema de salud
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global, afecta hasta al 30 por ciento de la poblacion adulta en paises desarrollados y en
desarrollo (Norris y FitzGerald, 2013). La hipertension es una enfermedad crénica que
generalmente se manifiesta como presion arterial alta excesiva (valores sistolicos > 140
mmHg y diastolicos > 90 mmHg), que se caracteriza por una relajacion insuficiente de los
vasos sanguineos y un flujo sanguineo reducido (Aluko, 2015). Si no se recibe un
tratamiento, la hipertension puede conllevar a un flujo sanguineo insuficiente a los érganos

vitales, lo que desencadena un derrame cerebral y finalmente, la muerte (Aluko, 2015).

2.3.1. SISTEMA RENINA ANGIOTENSINA

Aluko (2015) afirma que la hipertension sistémica es la mas estudiada porque involucra
actividades del sistema renina-angiotensina (SRA), la principal via que conduce a la

contraccion de los vasos sanguineos (Figura 8).

Angiotensinégeno ) Péptidos
(Inactivo)

_ _ Bradicinina
Angiotensina | (Vasodilatador)
(Inactivo)
Angiotensina ll @ Fragmentos
(Vasoconstrictor) de péptidos
; icioléai inactivos
vaefe:s fisiolégicos l l Péptidos
excesivos A\l l

Presion arterial alta

(Hipertension) Vasodilatacién
‘ reducida

-
-
- -
—— —
—— —
T — ———

Figura 8: La hipertension inducida por el sistema renina-angiotensina y las

enzimas se dirigen a la modulacion negativa por péptidos antihipertensivos.
FUENTE: Aluko (2015)

Durante la regulacion normal de la presion arterial, la renina convierte el angiotensindgeno
en un fragmento de péptido inactivo llamado angiotensina I. Luego, la enzima convertidora

de angiotensina-I, una glicoproteina que contiene un resto de carbohidrato compuesto de
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manosa, galactosa, fructosa, acido N-acetilneuraminico y N -acetil-glucosamina (Murray y
FitzGerald, 2007), convierte la angiotensina | en angiotensina Il, esta ultima se une a los
receptores de la pared vascular para causar contracciones de los vasos sanguineos, que es
una causa principal de la hipertension (Aluko, 2015); por otro lado, la ECA también hidroliza

e inactiva la bradicinina, un potente vasodilatador (Wu et al., 2006).

2.3.2. PEPTIDOS ANTIHIPERTENSIVOS

El primer estudio acerca de péptidos antihipertensivos inhibidores de la ECA de origen
natural a partir de veneno de serpiente (Bothrops jararaca) fue realizado por Ferreira et al.
(1970). A partir de esa investigacion se han reportado varios péptidos inhibidores de la ECA
obtenidos de proteinas de alimentos de origen vegetal y animal, en especial a partir de
proteinas de leche, pescado, huevo y soja (Udenigwe y Aluko, 2012).

a. MECANISMO DE INHIBICION DE LA ECA

Sato et al. (2002) afirman que el mecanismo de inhibicion de la ECA (metalopeptidasa de
zinc) por péptidos derivados de proteinas alimentarias se realiza mediante inhibicion
competitiva. Es decir, la inhibicién de la enzima se caracteriza por la competencia de los
péptidos con el sustrato de ECA por los sitios cataliticos de la enzima (Udenigwe y Aluko,
2012). Sin embargo, existen péptidos que poseen un modo de inhibicion no competitiva, que
consiste en la unién de un inhibidor a un sitio alostérico (que difiere del sitio activo) dando
como resultado una disminucion de la eficacia de la enzima (Delaune y Alsayouri ,2021) y
anticompetitiva (donde el inhibidor se une al complejo enzima-sustrato) (Kenakin,2012),
gue también han demostrado inhibir a la ECA (Sato et al., 2002).

b. ESTRUCTURA-ACTIVIDAD

Gobbetti et al. (2002) afirman que la inhibicion de la ECA produce principalmente un efecto
antihipertensivo, las correlaciones estructura-actividad entre inhibidores peptidicos de la

ECA indican que la union a la ECA estd fuertemente influenciada por el tripéptido C-
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terminal de la secuencia del sustrato; la ECA parece preferir sustratos o inhibidores
competitivos que tienen principalmente residuos de aminoacidos hidrofobos (cadenas

laterales aromaticas o ramificadas) en las tres posiciones C-terminales.

Por otro lado, los estudios realizados por Wu et al. (2006) sefialaron que los aminoacidos
hidréfobos voluminosos C-terminales (como, Pro, Trp, Phe y Tyr) y los aminoacidos
alifaticos N-terminales (Leu, lle, y Val) son necesarios en la estructura de dipéptidos y
tripéptidos para la inhibicion de la ECA. Ademas, los aminoacidos con carga positiva en el
grupo g-amino (Arg y Lys) contribuyen a la inhibicion de la ECA si estan presentes en el
extremo C-terminal de los péptidos, debido a que podrian interactuar con sitios de unién
alostéricos anionicos es decir diferentes del sitio activo de ECA (Vermeirssen et al., 2004).

Nakamura et al. (1995) a partir de leche agria fermentada con L. helveticus y Saccharomyces
cerevisiae aislaron dos tripéptidos (lle-Pro-Pro y Val-Pro-Pro) que inhiben la ECA.
Tuomilehto et al. (2004) demostraron que los tripéptidos Val-Pro-Pro y lle-Pro-Pro
(derivados de la leche agria) redujeron la presion arterial en sujetos levemente hipertensos.
En la Figura9 Daskaya-Dikmen et al. (2017) resumen las caracteristicas estructurales de
los péptidos inhibidores de la ECA (que tienen funciones importantes en la actividad
inhibidora de la ECA).

2.4. DIABETES MELLITUS TIPO 2

La diabetes mellitus tipo 2 (DM2) se caracteriza principalmente por la insensibilidad a la
insulina como consecuencia de la resistencia a este compuesto, la disminucién de la
produccion de insulina y la eventual falla de las células beta del pancreas, lo cual conlleva a
una disminucién en el transporte de glucosa al higado, las células musculares y las células
grasas, asi debido a los niveles inadecuados de insulina y el aumento de la resistencia a la

insulina, se produce hiperglucemia (Olokoba et al., 2012).

Carrillo-Larco y Bernabé-Ortiz (2019) realizaron una revision para conocer la prevalencia
de la DM2 en el Pert, concluyendo que en los ultimos afios ha aumentado, registrando

aproximadamente dos casos nuevos por cada cien personas al afio. Seclén (2015) sefiala que
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CARACTERISTICAS ESTRUCTURALES DE

PEPTIDOS INHIBIDORES DE ACE

( Longitud de cadena } ( Composicion } ( Secuencia
* (Cadena corta * Aminoacidos acidos (Asp , Glu) + Dipéptido: Cadena lateral
* Aminoacidos quelantes de Zn voluminosa/hidrofobica
* Aminodcidos con carga positiva  *+ Tripéptido:
(Arg en el C terminal) -ler residuo es un aminoacido aromatico
* Aminoacidos hidrofobicos -2do residuo aminoacido con carga
positiva.

-3er residuo es un aminoacido hidrofobico.

* Tetrapéptido:

- ler residuo: Tyr, Cys.

- 2do residuo: His, Trp.

- 3er residuo: Ile, Leu, Val y Met

- 4to residuo :Trp

*+ Cadenas mas largas :aminoacidos C-
terminales.

Figura 9: Caracteristicas estructurales de los péptidos inhibidores de la enzima

convertidora de angiotensina-1 (ACE)
FUENTE: Daskaya-Dikmen et al. (2017)

esta tendencia va en aumento debido al estilo de vida de la poblacion peruana, que conlleva
a una excesiva ingesta de alimentos con alto contenido calérico como la comida chatarra y
bebidas azucaradas, como también reduccién de actividad fisica que producen tasas elevadas

de sobrepeso y obesidad.

2.4.1. DIPEPTIDIL PEPTIDASA IV

La DPP-IV es una glucoproteina conformada por 766 aminoacidos transmembrana, siendo
también conocida como adenosina desaminasa 0 CD26 (Alfonso et al., 2016). La enzima
multifuncional DPP-1V es expresada en una variedad de células, particularmente en tejidos
epiteliales, como higado, rifidn e intestino (Lorey et al., 2003; Thoma et al., 2003, citados
por Lacroix y Li-Chan, 2012). Pérez-Durillo (2016) afirma que su funcion es degradar de
forma répida (menos de dos minutos) (Figura 10) las incretinas GLP-1 (péptido similar al

glucagon-1) y GIP (polipétido inhibidor gastrico). La primera secretada por las células L
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intestinales (ileon y colon) y las segundas producidas por las células K del duodeno, ambas
incretinas ejercen el efecto hipoglucemiante (regulacién de glucosa) mediante un efecto
conocido como efecto increntina y son secretadas debido a la ingesta de carbohidratos en la
dieta (Yap- Campos et al., 2017).

S Comida

DPP-IV

Liberacion de

GIPv GLP-1

intestinal

GIP (3-42)
GIP (1-42) Degradacion GLP-1(9-36)

GLP-1(7-36) rapida (minutos) Formas inactivas
Formas activas

Acciones de GIP v
GLP-1

Figura 10: Liberacion y degradacion de las incretinas GIP y GLP-1
FUENTE: Ruiz (2007)

2.4.2. PEPTIDOS HIPOGLUCEMIANTES

Se ha informado que los péptidos bioactivos aislados de hidrolizados de fuentes vegetales y
animales tienen un papel crucial en la homeostasis energética, la sefializacion de insulina y
la resistencia con un potencial prometedor para el desarrollo farmacoldgico en terapias para
la diabetes (Billyard et al., 2007; Chakrabarti et al., 2018, citados por Majid y Priyadarshini,
2019).

Wang et al. (2015) citados Majid y Priyadarshini (2019) realizaron un estudio sobre granos

alimenticios, donde encontraron que los péptidos liberados de las proteinas de avena, trigo

sarraceno y cebada exhibieron actividades inhibidoras de la DPP-IV con valores variables

de IC50, los valores de 1C50 oscilaron entre 0.13 mg/mL (avena) y 8.15 mg/mL (cebada).

Vilcacundo et al. (2017) realizaron un estudio con quinua in vitro y se identificaron tres
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péptidos bioactivos de la globulina 11S B (11S globulin B) y la globulina 11S B de
almacenamiento (11S seed storage globulin B) con actividad inhibidora de DPP 1V, a-

amilasa y a-glucosidasa.

a. MECANISMO DE INHIBICION DE LA DPP-1V

Nongonierma y FitzGerald (2017) afirman que el mecanismo de inhibicion de la DPP IV por
péptidos bioactivos se da por inhibicién competitiva debido a estos que se unen al sitio activo
de la DPP-IV. Esta union involucra varios subsitios en la molécula de proteina (S1, S1°, S2,
S2 extenso). Los mas estudiados han sido (S1 y S2), el subsitio S1 posee una estructura
estrecha y se ha informado que se une a compuestos hidrofébicos pequefios; mientras que el
subsitio S2, que se une a los inhibidores mediante la formacion de puentes salinos, es méas
grande que el sitio S1, por ende, el sitio S2 puede acomodar compuestos mas voluminosos
que el sitio S1 (Nabeno et al., 2013; Sattigeri et al., 2017 citados por Nongonierma y
FitzGerald, 2017).

b. ESTRUCTURA-ACTIVIDAD

Estudios realizados para comprender las propiedades cataliticas y las funciones de DPP-IV
también han llevado a la identificacion de varios di, tri y oligopéptidos que presentan
actividad inhibitoria a la DPP-IV, varios de estos péptidos contienen prolina y/o aminoacidos
hidréfobos dentro de su secuencia (Bella et al., 1982; Cohen et al., 2004; Yan et al.,1992,
citados por Lacroix y Li-Chan, 2012). Araki et al., (2020) sintetizaron tripéptidos agregando
varios aminodcidos al extremo C-terminal de lle-Pro y Val-Pro, que tienen una actividad
inhibidora especialmente alta, sin embargo, cuando se afiadieron aminoacidos hidrofébicos

(lle, Met, Val, Trp), la actividad inhibitoria de DPP IV aumento varias veces.

2.5.  ENSAYOS in silico PARA EL ANALISIS DE PEPTIDOS BIOACTIVOS

Los péptidos derivados de proteinas alimentarias se analizan utilizando diferentes enfoques

que involucran estudios in silico, in vitro e in vivo (Darewicz et al., 2014; Udenigwe, 2014,
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citados por Iwaniak et al., 2019).

El primer enfoque citado (in silico; empleo de bioinformatica) posee multiples usos en los
campos de toxicologia (Myatt et al., 2017), farmacéutica (Parenti y Rastelli, 2012) asi como
también en la elaboracion de bases de datos y analisis de proteinas (Pruess y Apweiler, 2003)
y de péptidos (Agyei et al., 2019; Kalmykova et al., 2018, citados por Iwaniak et al., 2019).

Y se ha vuelto popular como una herramienta poderosa para el descubrimiento de péptidos
bioactivos debido a su tasa mas rapida de adquisicion y recuperacion de resultados, menor
uso /consumo de reactivos quimicos y bajo costo (Dziuba y Dziuba, 2010; Nongonierma et
al., 2016; Liu et al., 2019, citados por Iwaniak et al., 2019). Existen diversos trabajos
realizados bajo el enfoque in silico como el realizado por Udenigwe et al., (2013) quienes
evaluaron a la proteina RuBisCO de cereales (arroz, cebada, trigo, avena, sorgo y maiz)
como fuentes de péptidos bioactivos y descubrieron que tenian la actividad de inhibir a ECA
y DPP-IV.

Otro estudio que destaca el empleo de la protedlisis in silico es el realizado por Guo et al.
(2020), quienes evaluaron el potencial de la proteina de la quinua para la liberacion de
péptidos bioactivos usando la base de datos BIOPEP, concluyendo que la globulina 11S-2
de la quinua se perfila como una buena fuente de péptidos bioactivos inhibidores de ECA 'y
DPP-1V (Guo et al., 2020). Recientemente Barrero et al. (2021) encontraron once tipos de
péptidos bioldgicamente activos (obtenidos a partir de la digestion de proteinas de leche de
vaca, oveja, cabra y bufalo) con actividades mdaltiples: estimulantes, inhibidores de renina,
inhibidores de DPP-1V, antioxidantes, inhibidores de ECA, inhibidores de DPP-II1I, agentes
hipocolesterolémicos, inhibidores de CaMPDE, reguladores, agentes anticancerigenos e

inmunomoduladores.

2.5.1. ACOPLAMIENTO MOLECULAR (Docking)

El acoplamiento molecular o Docking es la aplicacion de modelos basados en computadora
para la prediccion de la mejor orientacion de ajuste de un ligando (péptidos, nueva entidad

guimica o farmacos) que se une a un receptor de interés particular (ej. proteina) (Kitchen et
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al., 2004). Este método ha ganado popularidad en la comunidad cientifica por ahorrar
tiempo y dinero involucrados en el proceso de desarrollo de farmacos, por ello su uso se ha
incrementado entre los investigadores debido a la disponibilidad y facil uso de los softwares
(Gupta et al., 2018).

A continuacion, en la Figura 11 se observa el procedimiento general de un acoplamiento

molecular.

Ligando o
(Farmaco, - ™ T
péptido) / \ S/ N\
/ Complejo: N /' Conformacién
/ ligando-receptor A\ de unién y
|'I (Fuerzas de Van I'. - I-" orient,aciér_:l ".I
- ( der Waals,_ enlaces | | del complejo |
| 10nicos e | | mediante |
) i \ interacciones / software de |
hidrofébicas) / \ acoplamiento
Receptor (Auto Dock)
(Proteina) / : S e \\\.___ ,_.."’

Figura 11: Procedimiento general de acoplamiento.
FUENTE: Gupta et al. (2018)
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I1l. METODOLOGIA

3.1. LUGAR DE EJECUCION

La presente investigacion realizo en las instalaciones del Instituto de Biotecnologia - Area

de Biotecnologia Industrial & Bioprocesos de la Universidad Nacional Agraria La Molina.

3.2. MATERIAPRIMA

Para la evaluacion in vitro se utilizo semillas de quinua de la variedad Pasankalla adquirida
del Programa de Cereales y Granos Nativos de la Universidad Nacional Agraria La Molina
(UNALM).

Sobre las enzimas empleadas en los estudios in silico e in vitro, se utilizaron en la hidrdlisis
in silico de la proteina de la quinua a la termolisina (EC 3.4.24.27) y para evaluar la
estabilidad de los péptidos resultantes frente a la digestion gastrointestinal a la pepsina pH >
2.0 (EC 3.4.23.1), tripsina (EC 3.4.21.4) y quimotripsina (EC 3.4.21.1) y para la ejecucion
de la hidrolisis in vitro se us6é a la enzima termolisina T7902 (de Geobacillus

stearothermophilus) adquirida de Sigma Aldrich (USA).

3.3. EQUIPOS, MATERIALES Y REACTIVOS

3.3.1. EQUIPQOS

o Agitador magnético con sensor de temperatura (Heidolph®, modelo 505, Alemania).
o Agitador Vortex (VELP ®Scientific, modelo F202A0175, Europa).



o Incubadora con agitacion (Lab Companion®, modelo SI-300R, Republica de Corea)

o Balanza analitica (OHAUS®, modelo AR2 140, Alemania).

o Baro seco digital (Benchmark®, modelo BSH1004, USA).

o Bomba de vacio (Vacuumbrand®. Modelo ME2C, Alemania)

o Cabina de secado con flujo de aire recirculado (Fravil®, Peru)

o Centrifuga refrigerada (Hettich®, modelo Rotofix 32, Alemania).

o Centrifuga (Hettich®, modelo Rotina 420, Alemania).

o Centrifuga (Eppendorf ®, modelo 5430 R, Alemania).

o Cocina eléctrica (Miray®, modelo CMM-15, China).

o Congeladora (Electrolux®, modelo H300, Brasil).

o Cromatégrafo liquido de ultra performance (UPLC) con detector PAD (Water
Associates®, modelo 2489, USA).

o Espectrofotometro (Thermo Scientific®, Genesys 10 UV, USA)

o Lector de microplacas (Eon Biotek®, modelo Synergy 2, USA).

o Liofilizador (Labconco®, modelo Freezone Benchtop, USA).

o Molino (IKA®, modelo A1l Basic, USA)

o Potenciometro digital (Thermo Scientific®, Genesys 10 UV, USA).

o Refrigeradora (LG®, modelo GR-482BEF, Corea)

3.3.2. MATERIALES

o Columna C18 Kinetex 1.7 um, 50 x 4.6 mm (Phenomenex, USA).

o Filtros de jeringa no estéril 0.22 um (Millex, Merck, Alemania).

o Materiales de plastico: Tubos de centrifuga de 15 y 50 mL, eppendorf de 1.5,2.0y 5
mL, puntas para micropipeta de 10, 200, 1000 y 5000 uL, entre otros.

o Materiales de vidrio: Placas Petri, bureta, matraz erlenmeyer, vaso precipitado,
pipetas graduadas, fiolas, tubos de ensayo, probetas graduadas.

o Micropipetas de 0.5-10; 20-200; 100-1000; 1000-5000 pL (Brand, Alemania).

o Papel de filtro Whatman N°1 (Sigma-Aldrich Inc., USA).

o Tamices de malla de 500 um (Tyler, USA).
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3.3.3.

3.3.4.

Membrana de celulosa para tubos de dialisis de 21 mm de diametro (D9652 Sigma-
Aldrich Inc., USA).

REACTIVOS

Acetonitrilo grado HPLC (Fermont, México).

Acido clorhidrico 37% (J.T. Baker, México).

Acido bérico (Sigma Aldrich, USA).

Acido hipdrico 98% (Sigma, USA).

Acido picrilsulfonico 5% (Sigma Aldrich, India)

AlbUmina de suero bovina (BSA) (Sigma, USA).

Acido trifluroacético (Merck, Alemania)

Carbonato de sodio anhidro (J.T. Baker, USA)

Cloruro de sodio (J.T. Baker, USA)

Dodecil sulfato sddico (SDS) (Sigma Aldrich, USA)

Enzimas: Enzima convertidora de la angiotensina-I (ECA) de pulmén de conejo
(Sigma Aldrich, USA) vy dipeptidil peptidase 1V humana recombinante (Sigma
Aldrich, USA).

Eter de petr6leo (J.T. Baker, USA)

Folin Ciocalteau 2N (Merck, Alemania).

Fosfato de potasio monobasico (Merck, Alemania)

Gly-Pro p-nitroanilide hydrochloride (Sigma Aldrich, USA).
Hidroxido de sodio (Merck, Alemania).
N-Hipuril-histidil-leucina hidratada 95% (Sigma Aldrich, USA).
Tetraborato de sodio anhidro 99.99% (Sigma Aldrich, USA)
Tris base (Sigma Aldrich, USA).

HERRAMIENTAS BIOINFORMATICAS

Las herramientas bioinformaticas empleadas en la presente investigacion se exponen a

continuacion:
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a. NCBI

La NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) una base de datos que alberga una gran cantidad
de secuencias proteicas (Xu y Xu, 2004), fue empleada para conocer la secuencia de
aminoéacidos de la proteina del tipo globulina de la quinua a ser empleada en el estudio in

silico.

b. BIOPEP

BIOPEP (https://biochemia.uwm.edu.pl/) es una herramienta que permite simular una
hidrolisis enzimatica utilizando ciertas proteasas y estimar la liberacion de péptidos
bioactivos (Panjaitan et al., 2018). Contiene detalles de las estructuras de los péptidos
bioactivos, asi como su probable bioactividad (inhibidores de la ECA o DPP-IV,

antioxidantes, otros) (Nongonierma et al., 2015).

C. PEPTIDE RANKER

Peptide Ranker (http://distilldeep.ucd.ie/PeptideRanker/) es un tipo de base de datos que
proporciona ciertas clases de péptidos bioactivos con caracteristicas estructurales especificas
(Qiao et al., 2018). Mide la bioactividad tedrica de los péptidos, presentando como valores

de puntuacion de 0 (la méas pobre bioactividad) a 1 (mejor bioactividad) (Guo et al., 2020).

d. PEPTIDE 2.0

Peptide 2.0 (https://www.peptide2.com/N_peptide_hydrophobicity _hydrophilicity.php) es

un servidor en linea que permite calcular la hidrofobicidad de los péptidos.

e. TOXINPRED

ToxinPred (http://crdd.osdd.net/raghava/toxinpred/) es un método in silico Unico en su tipo,
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util para predecir la toxicidad de péptidos/proteinas y ademas Util para disefiar péptidos
menos toxicos y descubrir regiones toxicas en proteinas (Gupta et al., 2013).

3.3.5. PROGRAMAS PARA ACOPLAMIENTO MOLECULAR

a. PEP-FOLD3

PEP-FOLD3 es un marco computacional novedoso, que permite la prediccion libre o sesgada
para péptidos lineales entre 5 y 50 aminoacidos y la generacion de conformaciones de
péptidos similares a los nativos que interactan con una proteina cuando el sitio de

interaccion se conoce de antemano (Lamiable et al., 2016).

b. AVOGADRO

El programa Avogadro es un editor y visualizador de moléculas con avanzado disefiado para
uso multiplataforma en quimica computacional, modelado molecular, bioinformaética,

ciencia de materiales y areas relacionadas (Hanwell et al., 2012).

C. PUBCHEM

PubChem (https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov) es un repositorio publico de informacion
sobre sustancias quimicas y sus actividades bioldgicas (Kim et al., 2016).
d. AUTODOCK

De acuerdo con Forli et al. (2016) Auto Dock es un paquete de software empleado para el
acoplamiento computacional y la deteccion virtual de moléculas pequefias en receptores
macromoleculares. Gromiha (2010) sefiala que el paquete consta de tres programas aplicados
secuencialmente, AutoTools, AutoGrid4 y AutoDock4: (1) AutoTools se usa para preparar
al ligando y proteina antes de la interaccion; (2)AutoGrid4 calcula la energia no covalente
de interaccion entre la parte rigida del receptor y un 4&tomo de sonda que se encuentra en

varios puntos de la rejilla de la red, generando un mapa de cuadricula de potencial
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electrostatico y un mapa de desolvatacion; y (3) AutoDock4 usa el conjunto de mapas de
cuadricula y la parte flexible del receptor para guiar el proceso de acoplamiento de los

ligandos seleccionados.

e. PROTEIN DATA BANK

El Protein Data Bank (http://www.rcsb.org/pdb/) se define como el Unico archivo mundial
de datos estructurales de macromoléculas bioldgicas (Berman et al., 2000), entre ellos

proteinas.

f. PYMOL

PyMOL, una herramienta de graficos moleculares multiplataforma se ha utilizado
ampliamente para la visualizacion tridimensional (3D) de proteinas, &cidos nucleicos,

moléculas pequefias, densidades de electrones, superficies y trayectorias (Yuan et al.,2017).

g. DISCOVERY STUDIO

De acuerdo a Pawar et al. (2021) Discovery Studio es una interfaz gréfica unificada para el
disefio avanzado de farmacos y la investigacion de modelos de proteinas. Este software
proporciona varios de visores para mostrar graficos y representaciones gréaficas de datos.
3.4. METODOS DE ANALISIS

3.4.1. DETERMINACION DE PROTEINA SOLUBLE POR EL METODO DE
LOWRY

El contenido de proteina soluble fue determinado segun la metodologia propuesta por Lowry
et al. (1951). En este método se utiliza acido fosfomolibdico/fosfotingstico, también
conocido como reactivo de Folin-Ciocalteau, que interactda con los iones cuprosos y las

cadenas laterales de tirosina, triptofano y cisteina para producir un color azul verdoso que
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puede detectarse entre 650 nm y 750 nm (Shen,2019).

Se mezclaron 400 puL de la muestra hidrolizada con 2 mL de solucion de Na2CO3 al 2 por
cientoen 0.1 M de NaOH, CuS0O4.H20 al 0.5 por ciento en agua destilada y tartrato de sodio
al 1 por ciento en agua destilada, en la proporcion (100:1:1), incub6 durante 10 minutos a
temperatura ambiente y oscuridad. Seguido se afiadio 200 pL del reactivo Folin Ciocalteau
1N y el conjunto se agit6 e incubd durante 60 minutos a temperatura ambiente y oscuridad.
Luego, se leyo la absorbancia a 650 nm. Los resultados se determinaron con la ayuda de una
curva estandar utilizando una solucién de BSA como patron, en un rango de concentracion
de 0.5 - 3 mg/mL y fueron expresados en mg/mL. Para el blanco se sustituy6 la muestra

hidrolizada por 400 pL de una solucion acuosa de cloruro de sodio al 0.9 por ciento.

3.4.2. DETERMINACION DE PROTEINAS TOTAL DE KJELDAHL

Se determind el contenido de proteina total en el concentrado proteico como en la fraccion
globulina de quinua utilizando el método de Kjeldahl, segin el método 984.13 (AOAC
1995). La primera etapa del procedimiento es la digestion de la materia organica con acido
sulfurico concentrado, donde el nitrégeno organico total se convierte en sulfato de amonio,
que al someterlo a hidroxido de sodio libera amoniaco, que se separa por destilacion y se
recoge en un matraz receptor del exceso de acido bérico, formando borato de amonio. El
acido borico residual luego se titula con un acido estandar con el uso de un indicador de
punto final adecuado para estimar el contenido total de nitrégeno de la muestra (Jiang et al.,
2014 y Goulding et al., 2020). Después de la determinacion del nitrégeno total, el factor de

conversion de proteina usado fue de 5.85 (Cisneros, 2017).

3.4.3. DETERMINACION DEL GRADO DE HIDROLISIS

Se determind mediante el método reportado por Adler — Nissen (1979) con ligeras
modificaciones, la reaccion se basa en la determinacion de los grupos amino libres con acido
2,4, 6- trinitrobenceno-1-sulfénico (TNBS). Debido a que las aminas primarias reaccionan

con el TNBS forman un cromégeno que es detectado a 340 nm. En primer lugar, en un tubo
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de ensayo se agreg6 0.5 mL de buffer fosfato de potasio 5mM (pH 8.0), luego 63 pL de
muestra proteica hidrolizada y 0.5 mL de una solucion de acido picrilsulfonico (TNBS, 1
mg/mL).

En ausencia de luz se procedié a agitar e incubar en bafio maria a 50 °C durante un tiempo
de 60 minutos. Para detener la reaccion se agregdé 1 mL de HCI 0.1N y se dejé reposar a
temperatura ambiente durante 20 minutos. Luego se afiadio 2 mL agua destilada y se dejo
durante 10 minutos mas, seguidamente se procedié a leer la absorbancia a 340 nm. Para la
preparacion del blanco se reemplazo la muestra por 63 pL de una solucién de SDS al 1 por

ciento en agua. Para el célculo se empled la siguiente formula:

GH (%) = 100 x [(AN2 — AN1) / Npb]

Donde:

GH: Grado de hidrolisis

ANz1: Nitrogeno aminico en la proteina antes de la hidrdlisis, esto es la muestra tomada antes
de agregar la enzima, considerada como el tiempo cero (mg/g de proteina).

ANq>: Es el nitrégeno aminico en la proteina despueés de la hidrdlisis (mg/g de proteina)
Npb: Es el contenido de nitrogeno aminico de los enlaces peptidicos en el sustrato
(concentrado proteico), el cual se determinara después de la hidrolisis total con HCI 6 M a
110 °C por 24 h.

Los valores de AN2 y AN1 fueron obtenidos a partir de una curva estandar a 340 nm de
absorbancia versus mg/L nitrégeno amino generado con L-leucina (concentracion en el

rango entre 0.4 a 2.5 mM).

3.4.4. DETERMINACION DE ACTIVIDAD INHIBITORIA DE ECA in vitro

Para la determinacion de la actividad inhibidora de la ECA se utilizé el método de Wu et al.

(2002) modificado por Chirinos et al. (2021). Brevemente, la reaccion se realiz6 con 50 pL

de solucién de hipuril histidil leucina (HHL, sustrato), 10 uL de la muestra (hidrolizado
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proteico) y 10 pL. de 2 mU de ECA (preparados en buffer borato salino BBS 100 mM,
conteniendo 300 mM de NaCl, pH 8.3) a 37 °C por 30 min. La reaccion se detuvo
adicionando 85 pL de HCI IN. Un control y blanco compuestos por la misma mezcla de
reaccion, donde para el control los 10 pL de la muestra fue reemplazado 10 pL de buffer
borato y para el blanco se empled 10 pL de la solucion de ECA inactivada (con IN HCI).
Las soluciones se pasaron por un filtro 0.22 pum Millipore, tipo GV (Millex, Merck,
Alemania) previo al analisis por UPLC-PAD. La deteccion y cuantificacion del acido
hipurico (AH, producto formado a partir del HHL) y HHL, se realiz6 a 229 nm. Las muestras
(2 uL) se inyectaron por una columna Kinetex C18 RP (50 x 4,6 mm; 1.7 um) (Waters,
Milford, USA) con guarda columna. Se emplearon dos solventes: (A) 0.05% &cido
trifluoroacético (TFA) en agua y (B) 0.05 % TFA en acetonitrilo. La corrida total se realizo
en 6 min, a 30 °C bajo un flujo de 0.5 mL/min. La actividad inhibitoria de la ECA fue
calculada de la siguiente formula:

Actividad inhibitoria de la ECA (%) = [(Ac — As)] * 100
(Ac-Ab)

Donde:
Ac= Concentracion del AH del control
As = Concentracion del AH de la muestra

Ab = Concentracion del AH del blanco

Los resultados se expresaron en porcentaje para una determinada concentracion de proteina
(en este estudio a 1 mg proteina/mL). El valor ICso se define como la concentracion de
hidrolizado proteico que permite una inhibicion del 50 por ciento de la actividad inhibitoria
de la ECA expresada en mg proteina/mL. Para su determinacién se evaluaron
concentraciones en un rango de 0.25 a 1.5 mg proteina/mL. Los resultados se expresaron en
mg/mL y se determind mediante un analisis de regresion entre los valores inhibicién de la

ECA (porcentaje) frente al log de la concentracién de la proteina (mg proteina/mL).
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3.4.5. DETERMINACION DE ACTIVIDAD INHIBITORIA DE LA DPP-1V in vitro

La actividad inhibidora de DPP-1V se midi6 en placas de 96 pocillos siguiendo el protocolo
descrito por Silveira et al. (2013) citado por Vilcacundo et al. (2017). Brevemente, se incub0
la DPP-IV (0.26 mU por pocillo de prueba; 15 pL) a 37 °C en ausencia o presencia de
diferentes concentraciones de muestras (hidrolizados proteicos, volumen final 50 uL por
pocillo) durante 10 minutos. Se utilizé diprotina A como control positivo. Seguidamente se
afiadio a cada pocillo un volumen de 50 pL de una soluciéon de H-Gly-Pro-p-nitroanilina
(sustrato) a una concentracion final de 100 uM. La absorbancia se leyd a 405 nm en un lector
de microplaca (Biotek Instrument, Eon, USA) a intervalos de 2 min, por un tiempo de hasta
20 min. Los valores de absorbancia fueron ploteados versus el tiempo. Para los célculos se
considerd la porcion de la linea recta de la reaccion tanto de las muestras, como del control.
Los resultados se expresaron como porcentaje de inhibicion (a una concentracion de muestra

evaluada en mg/mL) de la siguiente forma:

Inhibicion de la DPP-1V (%) = [M405 nm (control) — V405 nm(muestra)l * 100

V405 nm(control)

Donde:
Veontrol = pendiente del control (donde en lugar de muestra esta la solucion buffer)

Vmuestra = pendiente de muestra a evaluar

Para la determinacion del valor IC50 se evaluaron concentraciones de los hidrolizados en un
rango de 1 a 7 mg proteina/mL. Los resultados se expresaron en mg/mL y se determind
mediante un analisis de regresion entre los valores inhibicion de la DPP-IV (porcentaje)

frente al 1og10 de la concentracion de la proteina (mg proteina/mL).
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3.5.

3.5.1.

PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

OBTENCION in  silico DE PEPTIDOS CON ACTIVIDAD
ANTIHIPERTENSIVA E HIPOGLUCEMIANTE A PARTIR DE LAS
PROTEINAS DEL TIPO GLOBULINAS DE LA QUINUA

OBTENCION DE LAS SECUENCIAS DE LAS PROTEINAS GLOBULINAS
DE LA QUINUA

Se tomaron las secuencias aminoacidicas de las proteinas globulinas de quinua a partir de la

base de datos NCBI bajo formato FASTA, se analizaron las secuencias elegidas por Guo et

al. (2020) quienes usaron como criterio de eleccion las proteinas globulinas con mayor

posibilidad aparicion de péptidos bioactivos. A continuacién, se listan:

b.

13S globulin seed storage protein 2-like (Referencia de la secuencia
XP_021752668.1)

13S globulin seed storage protein 1-like (Referencia de la secuencia
XP_021752233.1)

11S globulin seed storage protein 2-like (Referencias de la secuencia
XP_021770184.1)

11S seed storage globulin (Referencia de la secuencia AAS67036.1)

ANALISIS DE LA PROTEINAS GLOBULINAS DE LA QUINUA COMO
PRECURSORAS DE PEPTIDOS BIOACTIVOS USANDO LA BASE DE
DATOS BIOPEP

Las secuencias de proteinas obtenidas de la base de datos NCBI para las globulinas de la
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quinua seleccionadas, fueron introducidas a la base de datos BIOPEP y sometidas a
proteolisis, con la enzima termolisina. Una vez realizada la proteo6lisis se obtuvo como

resultado a las fracciones de péptidos generados de la reaccion.

Las proteinas que generaron péptidos con las actividades bioactivas buscadas (inhibicion de
la ECA y DPP-1V), fueron evaluadas mediante los parametros: A, AE y W, calculados por

el programa, los cuales se describen a continuacion:

El parametro de evaluacién A, indica la frecuencia de aparicion de péptidos con una
actividad dada en una proteina (Iwaniak, et al., 2019). Este valor fue calculado por el

programa BIOPEP mediante la siguiente ecuacion (1):

Donde:
a = Numero de fragmentos con actividad determinada en la secuencia de la proteina.

N = Numero de residuos de aminodacidos en la secuencia de la proteina.

El pardmetro Ae define la frecuencia de liberacion de péptidos con una bioactividad
determinada por enzimas seleccionadas (Guo et al., 2020), también calculado por el

programa BIOPEP mediante la ecuacion (2):

Donde:
d = Numero de péptidos con actividad dada liberada de la secuencia de la proteina por la

enzima seleccionada.
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N= Numero de residuos de amino&cidos en la proteina.

Finalmente, la frecuencia relativa de liberacion de péptidos con actividad determinada por

la enzima seleccionada (W) (Guo et al., 2020), bajo la ecuacion 3:

Donde:

Ae: La frecuencia de liberacion de fragmentos con una actividad determinada por enzimas
seleccionadas.

A: La frecuencia de aparicion de fragmentos bioactivos en una secuencia de proteinas (de

la Ecuacion.

De los péptidos resultantes con los mejores valores encontrados y que presentasen mas de
tres aminoacidos fueron evaluados en el programa PeptideRanker para el calculo de su
bioactividad tedrica, con resultados en puntuacion entre 0 (pobre bioactividad) a 1 (mejor

bioactividad).

Adicionalmente el programa BIOPEP calcul6 el grado de hidrélisis tedrico (DHt) (Langyan

et al., 2021) alcanzada con la proteolisis in silico para cada proteina, mediante la ecuacion:

DH = 4/ + 100 ........eq (4)

Donde:
d = Numero de enlaces peptidicos que se hidrolizan

N= Numero total de enlaces peptidicos presentes en la secuencia primaria de la proteina
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C. EVALUACION DE LA ESTABILIDAD DE LOS PEPTIDOS FRENTE A LA
DIGESTION GASTROINTESTINAL

Se evalud la estabilidad de los péptidos con las mejores propiedades de inhibicion de la ECA
y la DPP 1V obtenidos in silico (del analisis previo) simulando condiciones de digestion
gastrointestinal, ello con la finalidad de ver si sufren una mayor hidrolisis o si se mantienen.
Para ello se sigui6 la metodologia de Guo et al. (2020), asi los péptidos generados y
seleccionados de la etapa anterior, fueron evaluados nuevamente in silico con el programa
BIOPEP, considerando una hidrolisis con las enzimas: pepsina pH > 2.0 (EC 3.4.23.1),
tripsina (EC 3.4.21.4) y quimotripsina (EC 3.4.21.1), simulando el proceso de digestion
gastrointestinal.

La secuencia de péptidos resultantes luego de la simulacion frente a la digestién (pudiendo
ser fracciones de péptidos mas pequefias, aminoacidos o los péptidos intactos), fueron

nuevamente evaluados en las propiedades bioactividades bajo estudio.

d. CARACTERIZACION DE LA HIDROFOBICIDAD Y TOXICIDAD DE
PEPTIDOS CON MAYOR BIOACTIVIDAD

Los péptidos que demostraron tener mayor bioactividad con PeptideRanker y BIOPEP
(especificamente para tener actividad de inhibicion de ECA y DPP-1V), antes y después de
la digestion gastrointestinal fueron sometidas a evaluacion para conocer su hidrofobicidad,
la cual fue determinada por el programa Peptide 2.0. Por otro lado, la caracteristica de

toxicidad fue determinada con la base datos Toxin Pred.

e. ACOPLAMIENTO MOLECULAR (DOCKING) DE LOS PEPTIDOS CON
MAYOR BIOACTIVIDAD FRENTE A LAS ENZIMAS ECA'Y DPP-IV

e.l. DOCKING DE LOS PEPTIDOS PR Y IPPG CON LA ENZIMA ECA (PDB:
108A)
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Para la realizacion del estudio con la enzima convertidora de angiotensina humana (PDB
108A) se empled como ligando control el lisinopril (Figura 12). EI docking en esta etapa se
realizd con los péptidos IPPG y PR.

Figura 12: Estructura quimica del lisinopril, farmaco inhibidor de la enzima
convertidora de angiotensina usado principalmente en el tratamiento de la
hipertension

FUENTE: National Center for Biotechnology Information (2022)

e.l.1. Preparacion de los ligandos

El lisinopril (control) se obtuvo a partir de la estructura cristal 1086, mientras que el IPPG
se obtuvo a partir del programa PEP-FOLD y el PR se obtuvo de la libreria Pubchem en 3D.
A todos ellos se les prepar6 agregando grupos OH de los carboxilos terminal con el programa
Avogrado, las cargas de Gasteiger-marsili y enlaces rotables con el programa AutoDock
Tools (todo ello de acuerdo a los requerimientos de las moléculas) y el producto resultante
por molécula, se guardo en archivo de extension pdbqt.

e.1.2. Preparacion de la proteina

La proteina convertidora de angiotensina (1O8A) fue obtenida de la base de datos
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ProteinDataBank. La preparacion de la proteina se llevé a cabo en el programa
AutoDockTools, guardandose el resultado en archivo bajo formato pdbqt, para su posterior

uso.

e.1.3. Preparacion de la proteina con el ligando

En el programa AutoDockTools, se prepard los ligandos (péptidos) y la proteina diana
(ECA), tomando en consideracion los formatos con extension pdbqt previamente elaborados.
Se preparo la caja en grid (representacion en cuadriculas en 3D) con un tamafio de 60 A3 a
375 A3 para el anélisis de docking dirigido centrado a las coordenadas del Zn (metal que
forma parte de la enzima ECA), se ajustaron las coordenadas X, y & z de la caja de acuerdo
con el espacio del sitio activo de cada proteina, siguiendo lo recomendado por Sixto-Lopez
y Correa-Basurto (2021).

e.l.4. Docking

Se procedio a correr las muestras de la etapa previa bajo la forma autogrid4 y autodock4 de
cada ligando (péptido) con cada la proteina (ECA), producto de ello se obtuvieron las
interacciones que se podian establecer, obteniéndose un archivo: ligando.dlg. En
AutoDockTools se analizo el archivo dlg obteniéndose los mejores AG (energia libre, menor
AG) de cada ligando con la proteina, se guardé este en formato ligando.pdb. Posteriormente
con el programa PyMol, se obtuvieron los aminoécidos con los que interactta cada uno de
los péptidos con la proteina (ECA) para finalmente con el programa Discovery studio
visualizar dichas interacciones.

e.2. DOCKING DE LOS PEPTIDOS IPPG Y SPH EN LA ENZIMA DPP-1V

(PDB:1X70)

Para la realizacion del estudio con la enzima DPP-1V (PDB 1X70) se empled como ligando
control el 715 (Sitagliptina) (Figura 13). El docking en esta etapa se realiz con los péptidos:
SPHy IPPG.
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Figura 13: Estructura quimica del ligando 715 (Sitagliptina), farmaco
inhibidor de la enzima dipeptidil peptidasa- IV (DPP-1V) usado para mejorar

el control glucémico en pacientes con diabetes mellitus tipo 2
FUENTE: National Center for Biotechnology Information (2022)

e.2.1. Preparacion de los ligandos

El ligando 715 se obtuvo del cristal 1X70 mientras que SPH y IPPG se obtuvieron del
programa PEP-FOLD, posteriormente se agregaron los OH de los acidos carboxilico
terminal con el programa Avogadro. Se agregaron cargas de Gasteiger-marsili y enlaces
rotables con el programa AutoDock Tools generdndose un archivo de extension pdbqt por

cada molécula.

e.2.2. Preparacion de la proteina

La proteina dipeptidil peptidasa IV (PDB 1X70) se obtuvo de la base de datos
ProteinDataBank. La preparacion de la proteina se llevd a cabo en el programa
AutoDockTools. A la proteina se le agregaron cargas de Kollman, seleccionandose
unicamente los hidrégenos polares, la proteina preparada se guardé en un archivo en formato

pdbgt para su posterior uso.
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e.2.3. Preparacion de la proteina con el ligando

En el programa AutoDockTools, se abrieron los archivos de la proteina y péptidos en
formato pdbqt y se prepar6 la caja en grid con un tamario de 60 A3 a 375 A3 para el de
analisis de docking dirigido, focalizando el grid center al carbono o del Glu206, debido a
que es un residuo importante en el sitio activo de le enzima (Aertgeerts et al., 2004),
posteriormente se ajustaron las coordenadas X, y & z de la caja de acuerdo con el espacio del
sitio activo de la proteina y el producto resultante se guardo en archivo con extension gpf

siguiendo el procedimiento reportado por Sixto-Lépez y Correa-Basurto (2021).

e.2.4. Docking

Se procedio a correr los archivos en autogrid4 y autodock4 de cada ligando (péptido) con
con la proteina (enzima DPP-1V), obteniéndose un nuevo archivo con extension dlg. En
AutoDockTools se analizo el archivo dlg, de ahi se obtuvieron los mejores AG (menor AG)
de cada ligando con la proteina, guardandose los resultados en archivo de formato Ipdb,
posteriormente con el programa PyMol, se obtuvieron los aminoacidos con los que interactla

cada uno de los péptidos con la proteina.

3.5.2.0BTENCION DE PEPTIDOS CON TERMOLISINA in vitro CON ACTIVIDAD
ANTIHIPERTENSIVA E HIPOGLUCEMIANTE A PARTIR DE FRACCION
GLOBULINA'Y DEL CONCENTRADO PROTEICO DE QUINUA

a. PREPARACION DE LA HARINA DE QUINUA

La preparacién de harina a partir de granos de quinua variedad Pasankalla se realizd
siguiendo la metodologia de Guerrero-Ochoa et al. (2015) con algunas modificaciones

(Figura 14) y se describe a continuacion:

Limpieza: Para eliminar todo el material extrafio de las semillas de quinua como piedras,

pajas, hojas, etc. Se determind la humedad inicial del grano.
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Lavado: Con la finalidad de eliminar las saponinas del grano de quinua.

Secado: A una temperatura de 50 °C, hasta que las semillas lleguaron a una humedad de 8-
10%.

Molienda: Se molieron las semillas usando un molino de laboratorio para reducir el tamafio

de particula.

Tamizado: La harina de quinua pasé por un tamiz Tyler malla N°35.

Desgrasado: La harina resultante se desgrasd por 12 h usando éter de petrdleo como
solvente, en una relacion harina: disolvente de 1: 4 (p/v) bajo condiciones de agitacion (300

rpm) y a temperatura ambiente.

Filtracion: Se filtrd la mezcla a través del papel Whatman N° 1 en condiciones de vacio

para separar el éter de petroleo con la grasa extraida de la harina de quinua.

Secado: Luego la harina de semillas de quinua desgrasada se coloc6 en una estufa con
circulacién de aire a 40 °C por 1 h con la finalidad de eliminar el solvente residual.

Almacenamiento: La harina desgrasada se empaco en bolsas de polietileno y se conservaron

a temperatura ambiente.

b. OBTENCION DEL CONCENTRADO PROTEICO DE QUINUA

La obtencion del concentrado de proteina de quinua (CPQ), se realizo, segin el método
descrito por Guerrero-Ochoa et al. (2015). A continuacion, se describe el proceso (Figura
15):
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Semillas de quinua

'

Limpieza —  Piedras, hojas y pajas
Lavado —» Saponinas
¢ } Temperatura=50°C
Secfclu Humedad=8-10 %
Molienda
Tamizado } MallaN°35
! } Harina: Eter de petroleo (1:4)
Desgrasado Temperatura ambiente
Filtracion
Secado ]‘ Temperatura=40°C
Almacenamiento

!

Harina de quinua
desgrasada

Figura 14: Diagrama de flujo para la obtencion de harina de quinua desgrasada

Extraccion alcalina sélido-liquido: Se peso 20 gramos de la harina desengrasada y se llevé
a condiciones alcalinas de pH 10.0, con NaOH 1N, utilizando la proporcion harina: agua
destilada de 1:20 (p/v). Esta solucién se mantuvo por 90 minutos bajo agitacion a 200 rpm

y a la temperatura de ~ 30 °C.

Centrifugacion: La solucion se centrifugé inmediatamente a 6000 rpm a 4 °C durante 10

minutos, recuperandose el sobrenadante.
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Precipitacion &cida: EIl sobrenadante se llevo a un pH entre (4 - 4.5) con HCI 1N, se llevd
a reposo (4 °C por 10 minutos), luego el conjunto se centrifugé a 6000 rpm por 10 minutos.
La torta residual se lavo dos veces con agua destilada acidulada a pH 4.5, en la proporcién
precipitado: agua de 1:3 (p/v), se procedié a reposar (4 °C por 10 minutos), seguido de una
centrifugacion a 6000 rpm por 10 minutos. El precipitado lavado fue suspendido en agua
destilada y llevado a pH 7, con NaOH 1 N.

Liofilizacion: La suspension final fue liofilizada y se almaceno en congelacion (- 20 °C) en

bolsas de polietileno, para la posterior hidrélisis.

El contenido de proteina total, del concentrado liofilizado, se cuantifico por el método
Kjeldahl, considerando el factor de 5.85 (Guerreo-Ochoa et al. 2015).

En la Figura 15 se presente el diagrama de flujo para la obtencién de concentrado de proteina

de quinua.

C. OBTENCION DE LA FRACCION GLOBULINA DE QUINUA

El fraccionamiento proteico se realizd segun el método de Osborne descrito por Van de
VVondel et al. (2020) con algunas modificaciones. En este caso se procedi6 a la extraccion de
las fracciones: albimina y globulina, debido a que solo la fraccion globulina era de interés

para esta investigacion. A continuacion, se describe el proceso:

Albuminas: Se pesaron 20 gramos de la harina desengrasada y se suspendi6 en agua MilliQ
utilizando proporcion (muestra: agua) de 1:10 (p/v). Esta solucion se mantuvo durante 10
minutos en agitacion a 150 rpm a temperatura ambiente. Luego inmediatamente la solucion
se centrifugd a 6000 rpm durante 10 minutos a 4 °C, donde se recuper0 el sobrenadante. Este
mismo procedimiento se realiz6 por segunda vez obteniéndose un segundo sobrenadante. El

residuo obtenido fue empleado para la obtencion de la fraccion globulina.
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Harina desgrasada de quinua
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!

Concentrado proteico
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Figura 15: Diagrama de flujo para la obtencion de croncentrado proteico de quinua.
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Globulinas: El residuo obtenido del paso anterior fue suspendido en una solucion de NaCl
0.4 M en la proporcién 1:10 (p/v), luego se procedié durante 10 minutos a una agitacion a
150 rpm a temperatura ambiente. Se centrifugo a las mismas condiciones de que la etapa
anterior, se recuperaron dos sobrenadantes (primera y segunda extraccion), ambos fueron

mezclados y almacenados en congelacion para ser liofilizados.

Obtenido el liofilizado, este pasé por el proceso de dialisis con la finalidad de eliminar la sal
del producto, para ello el liofilizado se diluy6 en agua milliQ a una relacion 1:2 (p/v) vy el
conjunto se colocé en membranas de celulosa (limite de peso molecular :14 kDa), que fueron
cuidadosamente cerradas y fueron sumergidas en buffer fosfato de potasio 10 mM (pH 8.0)
a la relacion solucion: buffer de 1:100, el conjunto se sometio a agitacion constante, a 4 °C
durante 24 h. Finalmente, la solucion dializada fue nuevamente liofilizada obteniéndose la

fraccion globulina, a la que se le determiné el contenido de proteina total.

En la Figura 16 se observa el diagrama de flujo para la obtencién de fracciones proteicas de

quinua.

d. HIDROLISIS ENZIMATICA

La fraccion globulina (G) y concentrado proteico (CPQ) de quinua pasaron por hidroélisis
enzimatica de manera separada, para ello se empleé la enzima termolisina (endopeptidasa)
a una relacién enzima: proteina (E:S, 1:100), a un pH inicial de 8.0 y temperatura de 50 °C
(Esteve et al., 2015).

Hidrdlisis enzimatica: La reaccion se realizd en erlenmeyers de 50 mL, conteniendo
inicialmente 10 mL de solucién a una concentracion de 2.5 por ciento (p/v) de proteina
disuelta en buffer fosfato de potasio 5 Mm (pH 8). La hidrdlisis inici6 con la adicion de la
enzima termolisina a un pH 8 por un tiempo total de 4 horas, bajo agitacion constante (150
rpm) y a temperatura controlada (50 °C), mediante un agitador magnetico con bafio maria.

Se detuvo la reaccion mediante inactivacion térmica a 100 °C por 10 minutos.
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Figura 16: Diagrama de flujo para la obtencion de fracciones proteicas de

quinua



Centrifugacion: Se centrifug6 a 10 000 rpm durante 10 minutos a 4 °C, recuperandose el
sobrenadante, que posteriormente se congel6 a -20 °C.

A los hidrolizados proteicos de: fraccion globulina (G) y concentrado proteico (CPQ) se les
realizo los analisis correspondientes: valores ICso para la ECA y la DPP-1V, proteina soluble
y grado de hidrdlisis. Una hidrdlisis adicional fue realizada bajo las mismas condiciones solo
con el CPQ considerando un tiempo de 24 h de hidrolisis. En la Figura 17 se muestra el
esquema de la metodologia experimental seguida para la evaluacién de la fraccion globulina
de la quinua como potencial precursora de péptidos bioactivos con actividad antihipertensiva

e hipoglucemiante, mediante hidrolisis con termolisina.

ETAPA 1

Obtencion in silico de péptidos con actividad antihipertensiva e hipoglucemiante encriptados
en las proteinas del tipo globulinas de la quinua.

A. Obtencidn de las secuencias de las proteinas globulinas de la quinua.

B. Andlisis de las proteinas globulinas de la quinua como precursoras de péptidos

bioactivos usando la base de datos BIOPEP.

C. Evaluacion de la estabilidad de los péptidos frente a la digestion gastrointestinal.

D. Caracterizacién de la hidrofobicidad y toxicidad de péptidos con mayor

bioactividad.

E. Acoplamiento molecular (docking) de los péptidos con mayor bioactividad frente

s 2

ETAPA 2

Obtencion de péptidos in vitro con actividad antihipertensiva e hipoglucemiante a partir de
fraccion globulina y concentrado proteico de quinua

a las enzimas ECA v DPP-1VV

Figura 17: Metodologia experimental para la determinacién de la
potencialidad de la fraccion globulina de la quinua, como precursora de

péptidos bioactivos
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3.6. ANALISISESTADISTICO

Todas las pruebas de bioactividad de péptidos in vitro se realizaron con tres repeticiones
independientes (n=3) (Anexo 1, 2 y 3), y sus datos se expresaron como la media *
desviaciones estandar. El andlisis estadistico se realiz6 con el software Minitab 19. Las
diferencias entre las medias se probaron utilizando un ANOVA seguido de la prueba de

Tukey con un 95 por ciento de confianza (Anexo 4 y 5).
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. OBTENCION in silico DE PEPTIDOS CON ACTIVIDAD BIOLOGICA A
PARTIR DE LAS PROTEINAS GLOBULINAS DE LA QUINUA

4.2.  OBTENCION DE LAS SECUENCIAS DE LAS PROTEINAS GLOBULINAS
DE LA QUINUA

La Tabla 5 muestra algunas de las caracteristicas de las proteinas del tipo globulinas de
quinua, con las que se trabajé en esta investigacion, obtenidas a partir de la base de datos
NCBI, donde se encuentran los siguientes datos: abreviatura, accesién y numero de

aminoéacidos que conforma la proteina.

Tabla 5: Proteinas de quinua obtenidas de NCBI

Fuente Proteina Abreviatura Accesion Numero de
aminoacidos
Quinua 11S seed storage 11S-1 AAS67036.1 480
globulin
11 S globulin seed 11S-2 XP_021770184 474

storage protein 2-like

13S globulin seed 13S-1 XP_021752233 463
storage protein 1-like

13S globulin seed 13S-2 XP_021752668 542
storage protein 2-like

Brinegar y Goundan (1993) y Brinegar et al. (1996) citados por Abugoch (2009) afirman

que las albaminas y las globulinas representan a las principales proteinas de almacenamiento



en quinua. En la presente investigacion, para poder evaluar el potencial que poseen las

proteinas globulinas de la quinua como fuente de péptidos bioactivos, se estudiaron cuatro

secuencias de proteinas de este tipo.

Estas proteinas fueron también empleadas en un estudio previo realizado por Guo et al.

(2020) quienes usaron como criterio de seleccion a las proteinas globulinas de la quinua con

mayor sumatoria de frecuencia total de aparicion de péptidos bioactivos empleando la

herramienta bioinforméatica BIOPEP. A continuacion, en la Tabla 6 se observan las

secuencias de proteina de quinua en formato FASTA obtenidos de la base de datos NCBI.

Tabla 6: Formato FASTA de proteinas de quinua obtenidas de NCBI

Proteina

Formato FASTA

11S-1

11S-2

MAKSTTTLFLLSCSIALVLLNGCMGQGRMREMQGNECQIDRLTALEP
TNRIQAEGGLTEVWDTQDQQFQCSGVSVIRRTIEPNGLLLPSFTSGPE
LIYIEQGNGISGLMIPGCPETFESMSQESWREGMKRGMRGGRFQDQH
QKIRHLRQGHIFAMPAGVAHWAYNTGNEPLVAVILIDTSNHANQLD
KDYPKRFYLAGKPQQEHSRHQHRGGESQRGERGSGGNVFSGLGTKT
IAQSFGVSEDIAEKLQAEQDERGNIVLVQEGLHVIKPPSSRSYDDERE
QRRHRSPRSNGLEETICSARLSENIDEPSKADVYSPEAGRLTTLNSFNL
PILSNLRLSAEKGVLYRNAIMAPHYNLNAHSITYGVRGRGRIQIVNAQ
GNSVFDDELRQGQLVVVPQNFAVVKQAGEEGFEWIAFKTCENALFQ
TLAGRTSAIRAMPLEVISNIYQISREQAYRLKFSRSETTLFRPENQGRQ
RRDLAA

MGGTKILVALSLCLMVSSALGQGSQKRLSVRIQLLLIYQAQQCRINR
LTSSEPNQRVECEGGLIELWDETEEQFQCSGIHAMRVTVQHNSLSLP
NFHPFPRLVYIERGEGILGVTFPGCPETYDSSGRQEEGIRGDEQREFGH
QKDLHQKVHRFTRGDIAIPPGAVHWCYNDGNEEVVTVIVNDLNNPS
NQLDQTFRSFYLAGGVERSSEQRGKHTQQQFNNILRPFDPELLSEAFD
VPEDLVRKMQQTENRGLIVRVDKGEMRILSPGSEQDYDDER
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13S-1

13S-2

RRKYVGLDVNGLEETICTMRLRHNLDNRREADVYSRHGGRLNIVNEH
KLPILRHLDMSVEKGNMFPNTIYSPHWAVNSHSVVYVTRGEAHVQVV
GNNGQSVMDDRVNEGEMFVIPQYFTVSVKAGSNGFEYVSFKTTSSPM
KSPMVGYTSVLRAMPVQVLTNAYQISPSEAHQLKYNREHQTFFLPSR
GGKSRRF

MAFTTTNNNALLFWVPLCLLVFLISPSLAQLPLLQRQPQQPRGQQWQ
HDCDIQQLQAAEPTHRLRAEAGVIEVWESNSEQFRCAGVAAVRYVIEP
KGLLLPSYTNAPYVTYVTQGRGIQGVIVPGCPETFESPRGSGSDTTREG
QRDQHQKVFRVQEGDVIGSPAGVVQWTYNDGDAPIVSVTLLDLSNPN
NQLDLNFRSFYLAGDPQGGQERRPKEVAGKNIFNGFDDEMLADAFNV
DTETIRSMKAENDERGSIIRVERDLEILSPEWDDTEEERTRRLNGLEQT
LCSLIFKQNIDRPSLADVFTKHGGRINTLNGHKLPLLQYLQLSVERGVL
YKNALMTPHWNINAHSITY ITRGTGWIQVARENGRLVFDDRVQEGQL
LVVPQNFVVVKKAEQEGLKWVSFKTNDNAMISPLAGKLSAIRGMPEE
VLMNSYDMSRDEVRRLKYGREELSLFSPRTRSF

MSRVFLLPLALTLLILSPTSLAQLGFQLGQSPFLPSGQSSPQHSRLQRGQ
QALNDCQINQLSANEPSIRIQAEAGITEVWDPKEQQEFQCAGVTVIRRE
IEPKGLLLPHYNNAPSISYVIRGRGLLGLSSLGCADTYESGSPEFFSEES
RRSERFEESRRSERGSEEMRDQHQKVRRFHKGHVIGLPAGVSKWVYN
DGEDRLTIVTLYDTNNFQNQLDDNLRSFFLAGNPQGRGGDQSGRQHE
SSRRHTRGGQEEMGQNILSGFDKQLLADAFEVESDTISKIQGENDDRG
AlIRVESGELEMLIPEWDQEEQRSERHHRGGGSERSEEEERSERHHRGG
RGRQSESSRPHNGIEQTLCSARLSVNIDNPERADVFNPQGGRLTNINSN
KLPILNYLRLSAEKVNLYKNAIMTPNWKINAHSIVYFTKGSGRVQIAN
HEGELVFDDMVQEGQLVVVPQNFVVLKRAGQDGLEWVALLTNDNA
MSSPLAGRISAIRGMPIEVVMNSYKLSREEAQRLKYGRQELSVFSPSKR
SERRGDEYAIV
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4.2.1. ANALISIS DE LAS PROTEINAS GLOBULINAS DE LA QUINUA COMO
PRECURSORAS DE PEPTIDOS BIOACTIVOS USANDO LA BASE DE

DATOS BIOPEP

La Tabla 7 muestra los valores de frecuencia de aparicion de péptidos con determinada

actividad en las proteinas globulinas de la quinua seleccionadas, realizadas por BIOPEP.

Tabla 7: Frecuencia de aparicion de péptidos con determinada actividad
bioldgica en la proteina de quinua (A) realizada por BIOPEP
Actividad Proteina

11S-1  11S-2  13S-1  13S-2
Inhibidor de ECA 0.4396 0.4198 0.4492 0.4317
Activacion de protedlisis mediada por ubiquitina ~ 0.0104 0.0063 0.0130 0.0129
Inhibidor de alfa-glucosidasa 0.0187 0.0253 0.0194 0.0203
Antiinflamatorio 0.0021 0.0021 0.0022 0.0018
Antiamnesico 0.0042 0.0063 0.0043 -
Antioxidante 0.0667 0.057 0.0389 0.0498
Antitrombético 0.0042 0.0105 0.0022 0.0018
Inhibidor de CaMPDE 0.0083 0.0042 0.0065 0.0129
Inhibidor de DPPIII 0.0750 0.0970 0.0756 0.0756
Inhibidor de DPPIV 0.6354 0.6561 0.6609 0.6218
Embriotoxico - 0.0042 - 0.0018
Inhibidor de la HMG-CoA reductasa - 0.0021 - -
Hipolipemiante - 0.0021 - -
Hipotensivo 0.0021 0.0021 - -
Neuropéptido 0.0104 0.0063 0.013 0.0148
Reguladora 0.0063 0.0148 0.0108 0.0037
Inhibidor de renina 0.0333 0.0422 0.0324 0.0295
Estimulante 0.0500 0.0633 0.0605 0.0756
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Anticancerigeno 0.0021 - 0.0022 0.0018
Ligando de permeasa bacteriana - - 0.0022 -

Vinculante (binding) - - - 0.0018
Hipolipidémico - - - 0.0037
Inmunomodulador 0.0021 - 0.0022 0.0018
Sumatoria de A 1.3709 1.4217 1.3955 1.3631

De acuerdo con la informacién obtenida de base de datos BIOPEP (consultada al 4 de
Setiembre de 2021), las proteinas globulinas pueden dar lugar a fragmentos con 23
actividades biol6gicas (Tabla 7), entre los cuales se tuvieron fragmentos con inhibicién de
la ECA, inhibicion de la DPP-IV, activacion de proteolisis mediada por ubiquitina,
antiinflamatoria, anticancerigena, inhibicién de la renina, inhibicion de la fosfodiesterasa

dependiente de calmodulina (CaMPDE), entre otras actividades.

En cuanto a la frecuencia total de aparicion de péptidos bioactivos, la proteina 11S-2 obtuvo
el més alto valor (XA = 1.4217), seguido de 13S-1 (ZA = 1.3955), 11S-1 (XA = 1.3709) y
finalmente 13S-2 (XA = 1.3631). Las cuatro proteinas globulinas de quinua evaluadas
demostraron tener un valor mayor de frecuencia de aparicion de péptidos comparadas a las
proteinas de soja (Glicinina, B-conglicinina o’ y B-conglicinina o) que de acuerdo a Guo et
al. (2020) obtuvieron valores de 1.1628, 1.1949 y 1.2100 respectivamente.

En la Tabla 8 se observan los respectivos valores de frecuencia de aparicién de fragmentos
bioactivos por actividad de inhibicion de ECA (AECA) y DPP-IV(ADPP-IV) de las
proteinas de quinua, usando la base de datos BIOPEP:
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Tabla 8: Frecuencia de aparicion de fragmentos bioactivos (A) de las proteinas

de quinua
Proteina de quinua Actividad
Inhibidor de ECA Inhibidor de DPP-1V
Aeca Appp-Iv
11S-1 0.4396 0.6354
11S-2 0.4198 0.6561
13S-1 0.4492 0.6609
13S-2 0.4317 0.6218

Al evaluar todos los valores de frecuencia de aparicion de fragmentos bioactivos (A) en las
distintas actividades se concluy6 que las cuatro proteinas de quinua presentaron un alto valor
de “A” para las actividades de inhibicion de DPP-IV seguido de ECA respecto a las demés
actividades.

Al compararse los valores frecuencia de aparicion de fragmentos bioactivos con actividad
inhibidora de DPP-IV de las proteinas evaluadas, la proteina 13S-1 (ADPP-1V=0.6609) fue
la que obtuvo el mayor valor, seguido de 11S-2 (ADPP-1V=0.6561), 11S-1 (ADPP-
IV=0.6354) y 13S-2 (ADPP-IV=0.6218), encontrandose valores mayores que los hallados
por Lacroix et al. (2012) para proteinas de cebada (y-hordeina-3) con ADPP-IV=0.173y
las globulinas 11S y 12 S de avena con ADPP-1V= 0.095 y 0.092, respectivamente. En
contraste, se obtuvieron valores menores de frecuencia de aparicion de fragmentos
bioactivos con actividad inhibidora de ECA respecto a DPP-1V, obteniendo para la proteina
13S-1 el mayor valor (A= 0.4492), sequido de 11S-1 (AECA= 0.4396), 13S-2 (AECA =
0.4317) y finalmente 11S-2 (AECA= 0.4198); siendo estos valores menores a los obtenidos
por lwaniak y Dziuba (2009) en fuentes de origen animal como proteinas de leche y carne
como: P — caseina bovina (AECA= 0.536 a 0.569), tropoelastina bovina (AECA= 0.885) y
colageno bovino (AECA=0.751), pero resultaron mayores a los reportados por los mismos
autores en prolaminas de arroz (AECA= 0.240- 0.250).
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Con las evaluaciones del parametro A (frecuencia de aparicion de fragmentos bioactivos de
las proteinas de quinua) tanto para inhibir la enzima DPP-IV como ECA, la proteina de

quinua presenta un alto potencial para la generacion de péptidos con ambas actividades.

4.2.2. HIDROLISIS in silico DE LAS PROTEINAS DE QUINUA

Al someter las secuencias de proteina de quinua que se reportan en la Tabla 9 a hidrolisis
enzimatica con termolisina bajo condiciones in silico empleando la plataforma BIOPEP, se
puedo obtener informacion sobre el grado de hidrolisis (%), frecuencia de liberacion de
fragmentos con actividad dada por termolisina (AE) y frecuencia relativa de liberacion de
fragmentos con actividad dada por la termolisina (W). Ambos pardmetros AE y W son
indicadores de la bioactividad de los péptidos obtenidos por hidrélisis de las diferentes

globulinas de quinua con termolisina con propiedades de inhibicion de la ECA y DPP-IV.

Tabla 9: Grado de hidrdlisis, valores de frecuencia de liberacion de fragmentos
inhibidores de la ECA y DPP-IV (Ag) y frecuencia relativa de liberacién de
inhibidores de la ECA y DPP-1V (W) determinada después de hidrolisis con

termolisina.
Actividad
Inhibidor de ECA Inhibidor de DPP-1V
Proteina Grado de Ae W At W

de quinua  hidrodlisis (%)
11S-1 31.2 0.0182 0.0441 0.0364 0.0593
11S-2 30.8 0.0225 0.0584 0.0430 0.0686
13S-1 33.6 0.0314 0.0780 0.0461 0.0728
13S-2 29.4 0.0251 0.0658 0.0394 0.0666
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Mediante la hidrdlisis in silico con termolisina se obtuvieron hidrolizados de proteinas de
quinua con grado de hidrdlisis entre 29.4 y 33.6 por ciento (Tabla 9); sin embargo, de acuerdo
alo afirmado por Guo et al. (2020) la liberacidn de péptidos bioactivos en este caso no guarda

una relacion proporcional al grado de hidrolisis de los hidrolizados.

Hsieh et al. (2016) y Borawska-Dziadkiewicz et al. (2021) afirman que altos valores de AE
y W pueden demostrar que la proteina dada es una buena fuente de péptidos bioactivos y que
las enzimas aplicadas son de utilidad para la liberacion de estos péptidos. La mayor
frecuencia de liberacion de fragmentos inhibidores de ECA usando termolisina (AE) se
determind en las proteinas 13S-1 (0.0314) y 13S-2 (0.0251).

Respecto a la frecuencia relativa de liberacion de inhibidores de la ECA determinada después
de hidrdlisis con termolisina (W) las proteinas que alcanzaron un mayor valor fueron 13S-1
y 13S-2 con 0.0780 y 0.0658, respectivamente. El parametro AE para 13S-2 es muy cercano
al obtenido en hidrolizado de proteina de trigo (0.0313) utilizando enzimas gastrointestinales
(pepsina, tripsina y quimiotripsina), mientras que frecuencia relativa de liberacion de
inhibidores de la ECA determinada después de hidrolisis con termolisina (W) fueron
inferiores a los reportados para miosina de salmén y carpa (0.2090 y 0.1841) utilizando

enzimas digestivas (Borawska-Dziadkiewicz et al., 2021).

Por otro lado, se hallaron mayores valores de frecuencia de liberacion de fragmentos
inhibidores de DPP-IV que respecto a la ECA, usando termolisina (AE) en las proteinas 13S-
1(0.0461) y 11S-2 (0.0430). Guo et al. (2020) obtuvieron valores mayores de frecuencia de
liberacion de fragmentos inhibidores de DPP-IV (AE) usando la enzima vegetal bromelina
para la globulina 13S-1 (0.0692) y globulina 11S-2 (0.0633) de la quinua.

De la misma forma, el valor de AE obtenidos por Hsieh et al. (2016) para liberacion de
péptidos inhibidores de DPP-1V utilizando termolisina en proteina globulina 7S de soya
(0.0800) fue mayor a las frecuencias halladas. Los valores de frecuencia relativa de
liberacion de inhibidores de la DPP-IV determinada después de hidrolisis con termolisina
(W) (0.0728 y 0.0686 para 13S-1 y 11S-2, respectivamente) fueron inferiores a los

reportados por Guo et al. (2020) usando la enzima papaina en globulinas 13S-1(0.1622) y
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11S-2 (0.1177) de la quinua. Las secuencias de proteina de quinuas obtenidas de la base de
datos NCBI reportadas en la Tabla 6 fueron introducidas a la base BIOPEP usando

termolisina como enzima, generando asi los péptidos que se encuentran en la Tabla 10.

Tabla 10: Fracciones de péptidos obtenidos de las proteinas globulinas de la

quinua bajo accion de la termolisina por analisis in silico

Proteina Resultado de la accion de termolisina

M - AKSTTT - L - F - L -1LSCS -1 -A-L-V-L-
LNGCMGQGRMREMQGNECQ - IDR - LT - A - LEPTNR - 1Q - AEGG

118-1 | TE-vWDTQODQQ - FQC SG - VS - V - IRRT - IEPNG - L - L - LPS -
FTSGPE - L - | - Y - IEQGNG - ISG - LM - IPGCPET -
FESMSQESWREGMKRGMRGGR - FQD QHQK - IRH - LRQGH - | - F
“AMP -AG -V -AHW -A - YNTGNEP-L-V-A-V-1-L-IDTSNH
~ ANQ - LDKD - YPKR - F - Y - L - AGKPQQEHSRHQH
RGGESQRGERGSGGN - V - FSG - LGTKT - I - AQS - FG - VSED - | -
AEK - LQ - AEQDERGN - 1 -V - L - VQEG - LH - V - IKPPSSRS - YDDE
REQRRHRSPRSNG - LEET - ICS - AR - LSEN - IDEPSK - AD - V -
YSPE - AGR - LTT - LNS-FN - LP-1-LSN-LR-LS-AEKG-V-L-
YRN-A-IM-APH-YN-LN-AHS-1-1-YG-VRGRGR - 1Q - I -
VN - AQGNS - V - FDDE - LRQGQ - L - V-V -VPON-F-A-V - VKQ
- AGEEG - FEW - | -A - FKTCEN-A-L-FQT-L - AGRTS- A- IR -
AMP - LE-V - ISN - I - YQ - ISREQ - A - YR - LK - FSRSETT - L -
FRPENQGRQRRD - L - A— A

11S-2  MGGTK-1-L-V-A-LS-LC-LM-VSS-A-LGQGSQKR - LS - VR
-1Q-L-L-L-1-YQ-AQQCR - INR - LTSSEPNQR - VECEGG - L -
IE - LWDET EEQ - FQCSG - IH - AMR - VT - VQHNS - LS - LPN - FHP
-FPR-L-V-Y - IERGEG - | - LG - VT - FPGCPET - YDSSGRQEEG -
IRGDEQRE - FGHQKD - LHQK - VHR - FTRGD - I - | - A - IPPG - A -
VHWC - YNDGNEE - V - VT - V - | - VND - LNNPSNQ - LDQT - FRS -
F-Y-L-AGG - VERSS EQRGKHTQQQ - FNN - | - LRP - FDPE - L -
LSE - A-FD - VPED - L - VRKMQQTENRG - L - I - VR - VDKGEMR -
| - LSPGSEQD - YDDERR RK - Y - VG - LD - VNG - LEET - ICTMR -
LRHN - LDNRRE - AD - V - YSRHGGR - LN - I - VNEHK - LP - | - LRH
- LDMS - VEKGNM - FPNT - I - YSPHW - A - VNSHS - V - V - Y -
VTRGE - AH - VQ - V - VGNNGQS - VMDDR - VNEGEM - F - V - IPQ
-Y -FT-VS-VK - AGSNG - FE - Y - VS - FKTTSSPM KSPM - VG -
YTS-V-LR-AMP-VQ -V -LTN - A - YQ - ISPSE - AHQ - LK -
YNREHQT - F - F - LPSRGGKSRR — F
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13S-2 MSR-V-F-L-LP-L-A-LT-L-L-1-LSPTS-L-AQ-LG-FQ
-LGQSP - F - LPSGQSSPQHSR - LQRGQQ - A - LNDCQ - INQ - LS
-ANEPS - IR -1 Q - AE - AG - ITE - VWDPKEQQE - FQC - AG - VT
-V -IRRE - [EPKG-L-L-LPH-YNN-APS-IS-Y -V -IRGRG -
L - LG - LSS - LGC - ADT - YESG SPE - F - FSEESRRSER -
FEESRRSERGSEEMRDQHQK - VRR - FHKGH - V - IG - LP - AG -
VSKW -V - YNDGEDR - LT - 1 - VT - L - YDT NN - FQNQ - LDDN

- LRS - F - F - L -
AGNPQGRGGDQSGRQHESSRRHTRGGQEEMGQN - | - LSG -
FDKQ-L-L-AD-A-FE-VESDT - | SK - IQGENDDRG - A - | -
IR - VESGE - LEM - L -

IPEWDQEEQRSERHHRGGGSERSEEEERSERHHRGGRGRQSESS
RP HNG - IEQT - LCS - AR - LS - VN - IDNPER - AD - V - FNPQGGR
-LTN-INSNK-LP-1-LN-Y-LR-LS-AEK-VN-L-YKN-A
- IMTPNWK - IN-AHS-1-V-Y - FTKGSGR - VQ - | - ANHEGE -
L-V-FDDM-VQEGQ-L-V-V-VPQN-F-V-V-LKR-AGQDG
-LEW-V-A-L-LTNDN-AMSSP-L-AGR-IS-A-IRGMP - IE
-V - VMNS - YK - LSREE - AQR - LK - YGRQE - LS - V -
FSPSKRSERRGDE - Y - A-1-V

Al someter las proteinas de quinua (11S-1, 11S-2, 13S-1 y 13S-2) a hidrdlisis con
termolisina, un total de 151, 155, 161 y 165 péptidos respectivamente fueron generados
(Anexo 6). Siendo menores al nimero de péptidos obtenidos por Wong et al. (2021) usando
papaina para hidrolizar proteinas de quinua: 11S-1,11S-2, 13S-1, 13S-2 (generando 216,
191,199, 224 péptidos, respectivamente), pero mayores al nimero de péptidos resultantes en
las mismas proteinas de quinua usando subtilisina (11S-1,11S-2, 13S-1, 13S-2, obteniendo
128, 139,135, 159 péptidos, respectivamente).
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4.2.3. BIOACTIVIDAD DE LOS PEPTIDOS DE LA QUINUA OBTENIDOS CON
TERMOLISINA Y EVALUACION DE SU ESTABILIDAD FRENTE A LA
DIGESTION GASTROINTESTINAL EVALUADA BAJO CONDICIONES in

silico

En primer término, todos los péptidos derivados de las cuatro proteinas globulinas de la
quinua estudiadas fueron sometidos a un andlisis de bioactividad con la base PeptideRanker
(Anexo 7) para obtener el valor de bioactividad tedrica por el programa (valoresde 0al) y
a partir de esa data se seleccionaron los péptidos conformados por un nimero de aminoacidos
> 3 unidades y con bioactividad mayor a 0.8, los resultados se muestran a continuacién en
la Tabla 11. Se observa que a partir de la proteina 11 S-2, se obtuvo un mayor nimero de
péptidos con puntuacion alta, seguida de la 11 S-1, 13-S1 y 13-S-2. Obtenidos estos
resultados los péptidos, mejores rankeados en bioactividad, pasaron por una hidrolisis
simulada en BIOPEP, con las enzimas de la digestion gastrointestinal: pepsina pH > 2.0 (EC
3.4.23.1), tripsina (EC 3.4.21.4) y quimotripsina (EC 3.4.21.1), ello con la finalidad de poder
definir si los péptidos presentariann estabilidad a las condiciones sefialadas o se pueden

transformar en fracciones mas pequefias, los resultados también se presentan en Tabla 11.

De la Tabla 11 se puede notar que la mayor parte de los péptidos son hidrolizados bajo la
condicion de digestion gastrointestinal, la gran mayoria son transformados a unidades de
aminoéacidos. Esto debido a los fluidos gastricos fuertemente acidos a los que son expuestos,
ademas de la accion de las enzimas. Es por ello que de acuerdo a Perry y McClements (2020)
es necesario suministrarlos péptidos mediante algin tipo de sistema de administracién
coloidal (gotas de microemulsién, gotas de emulsion, particulas de grasa sélida, liposomas
y microgeles), con el fin de protegerlos de la degradacion del tracto gastrointestinal en caso

se requiera preservar su estructura intacta para que cumpla un efecto funcional dado.
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Tabla 11: Resultados de bioactividad de péptidos de alta bioactividad de las

globulinas de quinua antes y después de la digestion gastrointestinal in silico

Proteina globulina  Péptido Bioactividad Fracciones obtenidas
(PeptideRanker) luego de la digestion
simulada
11S-1 FEW 0.944294 F-E-W
FSG 0.889111 F-SG
AMP 0.847715 A-M-P
AHW 0.847307 A-H-W
11 S-2 FPR 0.976464 F-PR
FHP 0.933756 F-H-P
YSPHW 0.869551 Y - SPH -W
AMP 0.847715 A-M-P
FRS 0.820357 F-R-S
IPPG 0.809857 IPPG
13 S-1 FRC 0.983577 F-R-C
FNG 0.910887 F-N-G
FRS 0.820357 F-R-S
13S-2 FQC 0.939499 F-Q-C
FDDM 0.823216 F-D-D-M
LGC 0.819419 L-G-C
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Solo el péptido FSG perteneciente a la proteina 11 S-1 globulina y los péptidos FPR y
YSPHW derivados de la proteina 11S-2, produjeron luego de la digestion gastrointestinal
simulada una nueva generacion de péptidos con dos a mas aminoacidos, de otro lado el
péptido IPPG de la 11S-2 globulina se mantuvo intacto. Es asi que, los cuatro péptidos: SG,
PR, SPH e IPPG, fueron evaluados para poder conocer su bioactividad respecto a las
propiedades de inhibicion de las enzimas DPP-1V y ECA.

Los péptidos que no pasaron por una completamente degradacion frente a la digestion
gastrointestinal  como FRP e YSPHW (generando los dipéptidos PR y SPH,
respectivamente), y el tetrapéptido IPPG (que se mantuvo inalterable), mostraron este
comportamiento probablemente debido a la presencia de Prolina (P) dentro de su secuencia,
ya que de acuerdo a Ahmed et al. (2022) este aminoacido en la secuencia peptidica, los hace
resistentes a la degradacion proteolitica en el tracto gastrointestinal, adicionalmente Ejima
et al. (2018) han detectado varios tripéptidos que contienen Pro (P) e His (H) en el plasma
sanguineo humano después de la ingestion oral de hidrolizados de maiz y trigo, lo que
demuestra una marcada estabilidad en las condiciones digestivas in vivo del tracto

gastrointestinal.

La Tabla 12 muestra a los péptidos antes y después de la digestion gastrointestinal simulada,
evaluados con PeptideRanker, con el propdsito de conocer su bioactividad, asi como los
valores de Al (frecuencia de aparicion de fragmentos bioactivos inhibidores de ECA) y A2
(frecuencia de aparicion de fragmentos bioactivos inhibidores de DPP-IV) mediante
BIOPEP: Como se evidencia en la Tabla 12 antes de la digestion simulada el tripéptido FPR
de la proteina 11 S-2 fue el péptido con mayor bioactividad tedrica segun PeptideRanker con
0.9764, sin embargo, después de la digestion se produjo el fragmento PR con una
bioactividad menor de 0.7876, sin embargo, sigue siendo alto el valor. Del mismo modo, los
fragmentos FSG (proteina 11S-1) e YSPHW (proteina 11S-2) los cuales obtuvieron un valor
de bioactividad tedrica de 0.8891 y 0.8695, respectivamente, al ser sometidos a la accion de
pepsina, tripsina y quimiotripsina (enzimas digestivas) dieron como resultado los péptidos
SG y SPH con menores valores de bioactividad (0.4073 y 0.4625, respectivamente). Como
ya se menciond el Unico péptido que permanecio inalterable frente a la digestion simulada
con BIOPEP fue el péptido IPPG el que obtuvo un valor de 0.8098.
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Tabla 12: Bioactividad de fragmentos (PeptideRanker y BIOPEP) obtenidos de

péptidos antes y después de la digestion simulada

Proteina Péptido Bioactividad Actividad (BIOPEP)
PeptideRank
(PeptideRanker) i ipicion de  Inhibicion de
ECA DPP-1V
A1 A2
Antes de la
digestion
simulada
11581 FSG 0.8891 0.3333 -
11S-2 FPR 0.9764 0.6667 0.3333
YSPHW 0.8695 0.2000 0.8
IPPG 0.8098 1.0000 1.0000
Después de la
digestion
simulada
11S-1 SG 0.4073 0.5000 -
11S-2 PR 0.7876 0.5000 -
SPH 0.4625 0.3333 0.6667
IPPG 0.8098 1.0000 1.0000

Por otro lado, BIOPEP, proporciond informacion acerca de las actividades de inhibicion de
ECA y DPP-1V con el parametro: frecuencia de aparicion de fragmentos bioactivos en la
secuencia de proteinas (A). Como se observa en la Tabla 11, los resultados referidos a la
frecuencia de aparicion de fragmentos bioactivos inhibidores de ECA en la secuencia (A1)
indicaron que los péptidos FPR e IPPG obtuvieron los valores mas altos con 0.6667 y 1.0000
respectivamente, mientras FSG e YSPHW reportaron valores de 0.3333 y 0.2000,
respectivamente. Luego de la digestion SPH proveniente de YSPHW obtuvo un A; igual a
0.3333, mientras SG (producto del péptido FSG, proveniente de la proteina 11S-1) y PR
(producto del péptido FPR, proveniente de la proteina 11S-2) obtuvieron un valor de A igual
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a0.5. El péptido IPPG obtuvo un valor de A; de 1.000, siendo el péptido con mayor actividad
de inhibicion de ECA entre todos los péptidos analizados tanto antes como después del

proceso de digestion.

Respecto a la la frecuencia de aparicion de fragmentos bioactivos inhibidores de la DPP-1V
en la secuencia de proteinas (Az), fueron IPPG seguido de YSPHW los péptidos con mayor
valor de Az con valores de 1.0 y 0.8 respectivamente, en contraste FPR obtuvo un valor de
0.3333 mientras FSG no reporto ningun valor. Después de la digestion, fueron solo los
péptidos SPH e IPPG aquellos que seguian manteniendo una actividad de inhibicion de DPP-

IV, reflejandose en sus valores de A de 0.6667 y 1.000, respectivamente.

De los resultados encontrados, se seleccionaron los péptidos resultantes de la digestion
gastrointestinal simulada: PR, SPH e IPPG (Tabla 12) para el andlisis de acoplamiento
molecular (Docking). El péptido PR solo fue sujeto a interaccion con la enzima ECA debido
a su valor de Al de 0.5 y alta bioactividad (0.7876), mientras SPH fue puesto a interaccion
con la enzima DPP-1V por su valor de A2 igual 0.6667. Finalmente, IPPG debido a que
demostro un valor igual a 1 tanto en A1 como A2 se sometid a evaluacion con ECA y DPP
V.

4.2.4. CARACTERISTICAS FISICAS DE PEPTIDOS CON MAYOR
BIOACTIVIDAD

Como se muestra en la Tabla 13, se realizo la prediccion de hidrofobicidad y toxicidad en
los péptidos evaluados del acépite anterior. Peighambardoust et al. (2021) y Acquah et al.
(2018) afirman que la hidrofobicidad es una caracteristica de los péptidos bioactivos que
determina las interacciones fisicas con las moléculas bioldgicas, lo cual es determinante en
su mecanismo de accion y por lo tanto su bioactividad. De la Tabla 13, se observa la
caracteristica de hidrofobicidad de los péptidos calculada de acuerdo a Peptide 2.0, los
péptidos IPPG y FPR fueron los que obtuvieron un mayor porcentaje de hidrofobicidad (con
75.0 y 66.67 por centaje, respectivamente) seguido de PR (50 por ciento), YSPHW (40 por
ciento), FSG e SPH (33.33 por ciento), mientras SG demostré no tener hidrofobicidad. Fu
et al. (2016) sefalan que una caracteristica entre péptidos inhibidores de la ECA, es que sus
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residuos de aminodacidos hidrofobicos (cadena lateral aromatica o ramificada), como Pro,
Arg y Val en las posiciones C-terminales promueven su unién con la enzima, ayudando a
intensificar la inhibicion de la ECA. Por lo tanto, los péptidos derivados de la quinua: IPPG
y FPR, pueden actuar como potentes inhibidores de la ECA. Gao et al. (2020) encontraron
que péptidos derivados a-lactoalbimina bovina y compuestos por aminoacidos hidrofdébicos
como lle podian inhibir a la DPP-1V, por lo cual se puede relacionar la caracteristica de
hidrofobicidad con la actividad inhibitoria de DPP-IV.

Tabla 13: Hidrofobicidad y toxicidad de péptidos con mayor bioactividad (antes

y después de la digestion simulada)

Proteina Péptido Hidrofobicidad Toxicidad
(Peptide 2.0) (ToxinPred)
(%)
Antes de la

digestion
11S-1 FSG 33.33 No toxico
11S-2 FPR 66.67 No toxico
YSPHW 40 No toxico
IPPG 75 No téxico

Después de la

digestion
11S-1 SG 0 No téxico
11S-2 PR 50 No téxico
SPH 33.33 No téxico
IPPG 75 No téxico

Por otro lado, en la Tabla 13 se muestra, mediante la prediccion con ToxinPred que todos

los péptidos seleccionados no son toxicos, al respecto Gupta et al. (2013) sefialan que esta
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plataforma se basa en un conjunto de datos de 1805 péptidos toxicos (<= 35 residuos).

4.25. ACOPLAMIENTO MOLECULAR (DOCKING) DE PEPTIDOS CON
MAYOR BIOACTIVIDAD CON LA ENZIMA ECA

La evaluacion de bioactividad realizada con PeptideRanker y BIOPEP (Tabla 12) nos
permitio elegir a los péptidos PR e IPPG para el analisis in silico de acoplamiento molecular
con la enzima ECA (identificada con codigo PDB:108a). La interaccion molecular entre PR
e IPPG y la ECA se determd mediante andlisis de interaccién receptor-ligando, como se
observa en la Figura 18 y 19, se encontraron que tanto PR e IPPG formaban interacciones
hidrofobicas, puente de hidrégeno y Van der Waals. Observando la Figura 18 se predijo que
PR, form0 seis interacciones de puente de hidrégeno con Ala 354, Glu 384, His 353, His 513
y dos interacciones hidrofébicas con Val 380 y His 353. Sin embargo, muestra como no
favorable la interaccion entre el Zn con el grupo carboxilo del péptido PR. De acuerdo a
Corradi et al. (2007) el i6n Zn es un cofactor de la ECA que en parte es responsable de la
fuerza de unidn entre esta enzima y sus inhibidores. Asimismo, Tzakos y Gerothanassis,
(2005) sefialan que potentes inhibidores de la ECA como el lisinopril se unen al i6n zinc,

mediante su grupo carboxilo.

Se conoce que el sitio activo o sitio de unién de la ECA esta constituido por tres sitios de
union: S1 (Ala354, Glu384 y Tyr523), S1” (Glul62) y S» (GIn281, His353, Lys511, His513
y Tyr520) (Tahir et al., 2020). En el presente estudio, se predijo que PR formaria tres
interacciones de enlace puente de hidrégeno con Glu384 en el sitio Si, una con His353 y
His513 en el sitio Sz, ademas de dos interacciones hidrofébicas con His353 en el sitio S» de

la enzima ECA.
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Figura 18. Interacciones del péptido PR en la enzima ECA (PDB 108a). A)
Interacciones obtenidas entre el péptido PR y la enzima ACE (con una caja 60
A3), obtenidas a una distancia de 5 A con pymol. B) Interacciones obtenidas
entre el péptido PR y la enzima ACE (con una caja 60 A3), obtenidas con

Discovery.
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Se encontr6 que IPPG (Figura 19) form6 nueve interacciones puente de hidrogeno con
Glul62, His353, Ala354, His513, Tyr523, Glu384 y seis interacciones hidrofébicas con
Val380, Tyr520, Ala354, His513, Tyr523. En este caso el Zn de la enzima ECA pudo hacer
una interaccién del tipo covalente con el grupo carboxilo del péptido IPPG. Este péptido
IPPG a diferencia de PR hace interaccion con aminoacidos similares al lisinopril (f&rmaco
control), ademas los valores de AG obtenidos para IPPG mostré mejor AG (-13.63 kcal/mol)

en comparacion con el lisinopril (-11.81 kcal/mol).

Por otro lado, IPPG formd dos interacciones de enlace puente de hidrégeno con Glul62 en
el sitio S1”; una con Ala354, Glu384, Tyr523 en el sitio S1 y con His513 en el sitio S2; una
interaccion hidrofébica con Ala354 y Tyr523 (en el sitio S17) y una con His513 (sitio S2),
ademas formo una interaccion tipo covalente entre Zn y el grupo carboxilo del péptido IPPG.
De acuerdo a lo mencionado por Tahir et al. (2020), dado que ambos péptidos (PR e IPPG)
interaccionan con el sitio activo de la enzima se podrian reportar como péptidos de inhibicion

de tipo competitivo.

De los péptidos evaluados IPPG destaca debido a que no solo demostro interaccion con los
sitios S17, S1y S2 sino también con el Zn, que de acuerdo a Pina y Roque (2009) se considera
al co-factor Zn como un componente de gran significancia del sitio activo de ECA y por
tanto determinante en su actividad, Yan et al. (2020) sefialan que el Zn podria unirse a los
péptidos inhibidores de ECA, ayudando al ataque nucleofilico de una molécula de agua
activada, lo que lleva a alterar la estructura del sitio activo de ECA. También se ha
demostrado que la prolina, especialmente cuando esta presente en el extremo C-terminal,
potencia la inhibicion de la ECA. Las endopeptidasas que generan péptidos que contienen
prolina en la secuencia, pueden ser herramientas Utiles de hidrolisis de proteinas para

producir péptidos antihipertensivos potentes (Aluko, 2015).
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Figura 19. Interacciones del péptido IPPG en la enzima ECA (PDB 108a). A)
Interacciones obtenidas entre el tetrapéptido IPPG y la enzima ECA (con una
caja 60 A3), obtenidas a una distancia de 5A con pymol. B) Interacciones
obtenidas entre el tetrapéptido IPPG y la enzima ECA (con una caja 60 A3),
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4.2.6. ACOPLAMIENTO MOLECULAR (DOCKING) DE PEPTIDOS CONMAYOR
BIOACTIVIDAD CON LA ENZIMA DPP-1V

En la Figura 20 se muestran las interacciones de los péptidos IPPG y SPH con la enzima
DPP- IV (PDB 1x70) en donde podemos observar que el péptido IPPG (Figura 20B) tiene
siete interacciones con los aminoacidos Glu206, Tyr662, Tyr666, Tyr585, Glu205 y cuatro
interacciones del tipo hidrofébicas con Tyr547, Phe357, Tyr666 y Ty662. Mientras que el
tripéptido SPH generd cinco interacciones puente de hidrogeno con los aminoacidos Glu206,
His740, Arg125 y Tyr547, cinco interacciones de atraccion de cargas con Glu206, Glu205,
Asp663, His740 y Argl125 y se encontrd un enlace desfavorable con Argl25.

Aertgeerts et al. (2004) sefiala que el sitio activo de la DPP-1V estd compuesto por una triada
catalitica conformada por los residuos Ser630, Asp708, Asn710 y His740, ademas de un
sitio activo en S1 que segn Hiramatsu et al. (2004) es rico en residuos Tyr (Tyr631, Tyr662
y Tyr6 66) y un sitio activo en S2 que comprende los residuos Glu205 y Glu206 y Argl25
(Rasmussen et al., 2003 citados por You et al., 2022). En esta investigacion, el tetrapéptido
IPPG form6 dos y una interaccion del tipo puente de hidrogeno con Glu206 y Glu205,
respectivamente en el sitio S2, asimismo, formé una interaccion puente de hidrégeno con
Tyr 662y Tyr666; en el sitio S1 de la enzima DPP-1V; mientras que el tripéptido SPH formo
dos interacciones del tipo enlace puente de hidrégeno con Arg125, dos y una interaccién de
carga atractiva con Glu206 y Glu205, respectivamente en el sitio activo S2, mientras que en
el S1 form6 un enlace hidréfobo con el residuo Tyr666. Por lo tanto, IPPG y SPH pueden
ejercer su actividad inhibidora de DPP-IV a través de las interacciones mencionadas

anteriormente.
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Figura 20. Interaccion entre los péptidos IPPG y SPH con la enzima DPP-1V
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SPH con DPP-1V de Discovery.



4.3. OBTENCION Y ANALISIS in vitro DE PEPTIDOS BIOACTIVOS A PARTIR
DE LA FRACCION GLOBULINA Y CONCENTRADO PROTEICO DE
QUINUA USANDO LA ENZIMA TERMOLISINA

4.3.1. PROTEINA TOTAL DE HARINA DESGRASADA, CONCENTRADO,
FRACCION GLOBULINA DE QUINUA

A partir de la harina desgrasada de grano de quinua variedad Pasankalla (HD) se obtuvieron
al concentrado proteico de quinua (CPQ) y la fraccion globulina (G) realizando los
procedimientos descritos en el acapite 3.5.2. seccion b y ¢, respectivamente. La Tabla 14 nos
muestra el contenido proteico de la harina desgrasada de quinua, concentrado proteico de

quinua y la fraccion globulina.

Tabla 14: Contenido de proteina total de la harina desgrasada de quinua (HD),

concentrado proteico de quinua (CPQ) y fraccion globulina (G)

Producto Proteina total (%0)
Harina desgrasada de quinua (HD) 12.3
Concentrado proteico de quinua (CPQ) 72.5
Fraccion globulina (G) 54.1

(*) Factor de conversion del nitrégeno a proteina 5.85

Se obtuvo un valor de proteina total de HD (12.3 por ciento), valor inferior al obtenido por
Toapanta et al. (2016) para harina de quinua desgrasada (13 por ciento), similar al contenido
de proteina determinado por Repo-Carrasco-Valencia et al. (2010) con 12.69 por ciento para
quinua INIA-415 Pasankalla. Por otro lado, se reportd para CPQ (72. 5 por ciento) de
proteina total, valor cercano al obtenido por Cisneros (2017) (73.2 por ciento) y supera al
valor reportado por Quelal et al. (2019) (61.5 por ciento). De acuerdo a Steffolani et al.
(2016) la variedad Pasankalla presenta alto contenido de aminoacidos azufrados como
metionina y cisteina (10.4 g/ 100 g de proteina), seguido de aminoacidos aromaticos (Phe y

Tyr) (5.48 g/ 100 g de proteina) e isoleucina con 3.5 g/ 100 g de proteina.
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Para la extraccion de la fraccion globulina se aplicé el método de Osbourne, que usa como
solvente para extraccion de esta fraccion NaCl, de acuerdo a Belitz et al. (2009) los iones de
sal suprimen las interacciones electrostaticas proteina-proteina que conducen a una mayor
capacidad de extraccion. Mientras la fraccion globulina obtenida por el método de Osborne

obtuvo un valor de 54.1 por ciento de proteina total.

4.3.2. CARACTERISTICAS DE LOS HIDROLIZADOS DEL CONCENTRADO
PROTEICO DE QUINUA Y LA FRACCION GLOBULINA

A continuacidn, en la Tabla 15 se presentan los valores promedio de las caracteristicas de

los hidrolizados obtenidos.

Tabla 15: Caracteristicas de hidrolizados de concentrado proteico de quinua
(CPQ) y fraccion globulina (G)

Hidrolizados con termolisina

CPQ G
Caracteristica Ti g
hliedn:glci)sise Tiempo de hidrolisis Tiempo de
(4h) (24h) hidrolisis (4h)
Grado de hidrolisis (%)
25.74+1.14 35.49 +£0.85 20.22 +1.48
IC sopara la actividad
inhibitoria de DPP-1V
] 3.87+0.37° 2.40 +0.13 3.41+ 0.45%
(mg proteina /mL)
ICso para la actividad
inhibitoria de ECA
0.21+ 0.02° 0.20+ 0.02? 0.37+0.03

(mg proteina /mL)

Resultados se expresan como en promedio + desviacion estandar. Letras minusculas en superindice

diferentes en la misma columna indican diferencias significativas (p < 0.05).
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En la Tabla 15 se aprecia que CPQ obtuvo un grado de hidrolisis (GH) promedio de 25.74 +
1.14 (por ciento) y 35.49 + 0.85 (por ciento), para 4 y 24 horas de hidrdlisis; mientras G
reportd un valor de 20.22 + 1.48 por ciento, menor al obtenido por CPQ para ambos tiempos.
Roa et al. (2021) menciona que el grado final de hidrdlisis esta determinado por la
concentracion de sustrato; correlacion enzima/sustrato; tiempo de incubacion y condiciones
fisicas y quimicas como temperatura y pH. En esta investigacion se utilizo la enzima
termolisina, que es una metaloproteasa de zinc y es termoestable que debido a que posee
cuatro iones Ca2+ (O'Dononue et al., 1994 citado por Ke et al., 2013; Blumberger et al.,
2007) y escinde preferentemente sitios con residuos voluminosos y aromaticos (lle, Leu,
Val, Ala, Met, Phe) en la posicion P1' (Keil, 1992). Ejerce el rol de endoproteasa es decir

actua sobre las moléculas del interior (Endo, 1962 citado por Van den Burg y Eijsink, 2013).

En el caso de CPQ el GH aumentd cuando se increment6 el tiempo de hidrolisis alcanzando
un valor de 35.49 + 0.85 por ciento a las 24 horas de incubacion con termolisina, como
sefialan Thamnarathip et al. (2016) es comUn que el GH aumente con el avance del tiempo
de hidrdlisis para todas las proteasas, ademas un GH mas alto indica una mayor cantidad de
enlaces peptidicos cortados. EI GH obtenido (35.49 + 0.85 por ciento) para HCP (24 horas)
es cercano a los porcentajes de grado de hidrélisis obtenidos en el estudio in silico previo
(Tabla 9) valores entre 29.4 y 33.6 por ciento en las globulinas de quinua estudiadas (11S y

13 S, respectivamente).

Los GH obtenidos tanto para CPQ (4 y 24 h) y G (4 h) fueron menores a los reportados por
Esteve et al. (2015) quienes obtuvieron 64.6 + 5.7 por ciento, usando termolisina para
hidrolizar un aislado de proteina de semilla de olivo (durante 2 h) y por Garcia et al. (2016)
(46 = 7 por ciento, 4 h de hidrolisis) en proteina de semilla de albaricoque; pero mayores a
los valores reportados por Galante et al. (2019) (17 = 2 por ciento) en hidrolizados
enzimaticos de quinua utilizando una proteasa de serina de Aspergillus niger y por You et
al. (2022) en hidrolizados de quinua roja germinada (12.26 + 0.10 por ciento) usando pepsina
y tripsina durante 4 h de hidrolisis.

De acuerdo a Chirinos et al. (2021) el valor IC50 se define como la concentracion de péptido

(mg/mL) que se necesita para generar una inhibicion del 50 por ciento de una determinada
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molécula diana. Este valor se halla mediante un analisis de regresion de la inhibicion de
DPP-1V (%) frente al log de la concentracidn de péptidos. En la Tabla 15 se muestran que el
CPQ inhiben a un 50 por ciento la actividad de la DPP-IV a concentraciones de 3.87 + 0.37
y 2.40 £ 0. 13 mg/mL para los tiempos de 4 y 24 h respectivamente, es decir el hidrolizado
de concentrado proteico de quinua al tiempo de 24 h presenta mayor potencial para inhibir
la enzima DPP-1V, esto podria deberse a que al haber un mayor tiempo de hidrélisis, se pudo
obtener mayores peptidos con la capacidad de de interaccionar con la DPP-1V (Boachie et
al. 2019). Por otro lado, no se encuentraron diferencias significativas entre los valores de
IC50 (mg/mL) de CPQ (3.87 £ 0.37) y G (3.41 £ 0. 45) para la hidrolisis de las 4 h.

Boachie et al. (2019) evaluaron los efectos hipoglucemiantes de proteina de guandu
hidrolizada luego de una hidrdlisis con termolisina durante 4 h (pH 8, 50°C) e informaron
un valor IC50 (4.775 mg/mL), valor mayor al obtenido tanto en CPQ y G usando las mismas
condiciones de incubacién con termolisina. Vilcacundo et al. (2017) estudiaron la actividad
hipoglucemiante en hidrolizado de quinua luego de ser sometido a digestion simulada con
pepsina durante 120 minutos, determinando que se necesita una concentracion de 2.52
mg/mL para inhibir el 50 por ciento de la DPP-IV, este resultado es cercano al obtenido en

la investigacion para el CPQ en el tiempo de 24 h (2.40 £ 0. 13 mg/mL).

En la Tabla 15 se reportaron valores de IC 5o (mg proteina /mL) para la inhibicién de la ECA,
siendo para CPQ de 0.21 £ 0.02 y 0.20+ 0.02, para las hidrélisis de 4 y 24 h, respectivamente,
sin diferencias significativas en ambos tratamientos (p > 0.05); ambos valores fueron
inferiores al 1Cso (0.37 mg/mL) al de la fraccion globulina de quinua (G) hidrolizada por 4
h. A su vez los valores de ICso resultaron inferiores a los obtenidos por Ambigaipalan et al.
(2015) en hidrolizados de semillas de datil usando termolisina (2.08 mg/mL), en hidrolizados
de quinua con la proteasa vegetal papaina (0.88 mg/mL) (Nongonierma et al., 2015) y en
globulinas hidrolizadas de granos de melocoton por tratamiento con alcalasa (0.78 mg/mL)
(Wang et al., 2022). En general, los resultados obtenidos in vitro dan cuenta del potencial de
inhibicion de ECA y DPP-1V encontrado previamente en el andlisis in silico, lo que da cuenta
de la potencialidad de las proteinas de la quinua evaluadas como fuente de péptidos

antihipertensivos e hipoglucemiantes empleando a la termolisina en la hidrolisis.
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V. CONCLUSIONES

Los resultados del andlisis in silico indicaron que la fraccién 11S globulina de quinua
sometida a hidrdlisis con termolisina puede ser una buena fuente de péptidos bioactivos
con efecto antihipertensivo e hipoglucemiante, destacando los péptidos FPR y YSPHW

respectivamente, mientras IPPG destacd en ambas actividades.

La evaluacion de la estabilidad de los péptidos frente a la digestion gastrointestinal
evaluada in silico, pronosticd péptidos con actividad antihipertensiva para PR,
hipoglucemiante para SPH y antihipertensiva e hipoglucemiante para IPPG, todos ellos

con alto grado de hidrofobicidad y no mostraron toxicidad.

Mediante el modelamiento molecular, se demostré que los péptidos bioactivos
resultantes de la proteolisis con termolisina y sometidas a digestion gastrointestinal
podian inhibir a las enzimas ECA (péptido IPPG) y DPP-IV (SPH e IPPG) debido a las

interacciones establecidas con los sitios activos de las enzimas.

Los resultados de la hidrdlisis con termolisina y subsecuente analisis in vitro
evidenciaron el potencial de inhibicion de la ECA y DPP-1V en los péptidos derivados
del concentrado proteico y de la fraccién globulina de la quinua, guardando relacién con

el analisis in silico, desarrollado previamente.

El potencial de inhibicion de la ECA y DPP-IV de la proteina de quinua, podria ser
empleado en la obtencion de productos proteicos derivados como: hidrolizados,
productos fermentados, fracciones de peptidos enriquecidos, nutraceuticos,

ingredientes funcionales, en la prevencion a la diabetes e hipertension.



VI. RECOMENDACIONES

Sintetizar y analizar el efecto antihipertensivo e hipoglucemiante de los péptidos
con mayor bioactividad predecida del estudio in silico; asi también como
someterlos a condiciones de digestion gastrointestinal in vitro y evaluar las
propiedades bioactivas para asi confirmar los resultados encontrados del estudio

in silico como in vitro.

Evaluar diferentes proteinas de quinua bajo hidrolisis in silico considerando a
diferentes proteasas y determinar las diferentes propiedades bioactivas ademas de

la antihipertensiva e hipoglucemiante en las fracciones de péptidos liberados.

Evaluar concentrados proteicos de quinua de otras variedades y estudiar las

propiedades antihipertensiva e hipoglucemiante in vitro.

Obtener un aislado proteico a partir del concentrado realizando un proceso de
diafiltracion, someter este producto a hidrolisis in vitro y hacer un estudio de sus

propiedades bioactivas.

Realizar estudios in vivo de toxicidad de los péptidos estudiados para comprobar

los resultados obtenidos en el estudio in silico.
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VIII. ANEXOS

ANEXO 1: RESULTADO DE GRADO DE HIDROLISIS DE HIDROLIZADO DE
CONCENTRADO PROTEICO Y GLOBULINA DE QUINUA

Producto Tiempo de Repeticion Gradode  Desviacion Coeficiente de

hidrdlisis hidrélisis estandar variabilidad
(%)
(h) (%)
Hidrolizado 4 R1 24.95 1.14 4.45
de
concentrado R2 27.36
proteico de
quinua R3 24.92
24 R1 35.73 0.69 1.94
R2 36.19
R3 34.55
Hidrolizado 4 R1 21.56 1.48 7.31
de
globulina R2 18.16
de quinua

R3 20.95




ANEXO 2: VALOR IC50 (INHIBICION DE LA DPP-1V) DE HIDROLIZADO DE
CONCENTRADO PROTEICO Y GLOBULINA DE QUINUA

Producto Tiempo  Repeticion 1Cs0 Desviacion  Coeficiente de
de (mg estandar variabilidad
hidrélisi . %
idrolisis oroteina/mL) (%)
(h)
Hidrolizado 4 R1 4.40 0.37 9.66
de
concentrado R2 3.63
proteico de
quinua R3 3.58
24 R1 2.55 0.13 5.28
R2 2.24
R3 2.43
Hidrolizado 4 R1 3.75 0.45 13.19
de
globulina R2 2.78
de quinua

R3 3.70
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ANEXO 3: VALOR IC50 (INHIBICION DE LA ECA) DE HIDROLIZADO DE
CONCENTRADO PROTEICO Y GLOBULINA DE QUINUA

Producto Tiempo  Repeticion 1Cs0 Desviacion  Coeficiente de
de (mg estandar variabilidad
e o
hidrdlisis proteina/mL) (%)
(h)
Hidrolizado 4 R1 0.19 0.02 9.45
de
concentrado R2 0.20
proteico de
quinua R3 0.23
24 R1 0.21 0.01 7.68
R2 0.19
R3 0.18
Hidrolizado 4 R1 0.37 0.03 8.09
de
globulina R2 0.34
de quinua

R3 0.40
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ANEXO 4: ANOVA SIMPLE -INHIBICION DE DPP-1V

Variable dependiente: 1Cso- Inhibicion de la DPP-1V

Factor: Muestra

NuUmero de niveles: 3

Tabla ANOVA
Fuente Gradosde  Sumade Cuadrado Valor F Valor p
libertad cuadrados medio
Muestra 2 3.377 1.6883 9.42 0.014
Error 6 1.075 0.1792
Total 8 4.452
Pruebas de Multiple Rangos
Método: 95.0 porcentaje Tukey
Casos Media Agrupacion
IC50 3 3.869 A
HCP-4 h
IC50 HG- 3 3.412 A B
4 h
IC50 3 2.403 B
HCP-24 h

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.
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ANEXO 5: ANOVA SIMPLE -INHIBICION DE ECA

Variable dependiente: I1Cso- Inhibicién de la ECA

Factor: Muestra

NuUmero de niveles: 3

Tabla ANOVA
Fuente Gradosde  Sumade Cuadrado Valor F Valor p
libertad cuadrados medio
Muestra 2 0.057480 0.028740 57.03 0.000
Error 6 0.003024 0.000504
Total 8 0.060503
Pruebas de Multiple Rangos
Método: 95.0 porcentaje Tukey
Casos Media Agrupacion
IC50 3 0.2083 B
HCP-4 h
IC50 HG- 3 0.3707 A
4 h
IC50 3 0.1948 B
HCP-24 h

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.
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ANEXO 6: RESULTADO DE LA PROTEOLISIS in silico DE LA PROTEINA DE
ALMACENAMIENTO DE SEMILLAS DE QUINUA

Proteasa

Termolisina

Proteina

11S seed
storage
globulin

11 S
globulin
seed
storage
protein
2-like

13S
globulin
seed
storage
protein
1-like

13S
globulin
seed
storage
protein
2-like

NCBI
(NUmero
de acceso)

AAS6703
6.1

XP_02177
0184.1

XP_02175
2233.1

XP_02175
2668.1

Numero de fragmentos liberados

Aminoacidos  2-5
libres
residuos

64 71
51 76
65 77
60 88

6-10
residuos

15

22

15

12

>10
residuos

5

NuUmero
total

155

151

161

165
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ANEXO 7: SECUENCIAS DE PEPTIDOS PRODUCIDOS A PARTIR DE LA
PROTEOLISIS in silico CON TERMOLISINA MEDIANTE BIOPEP-UWM Y SUS
BIOACTIVIDADES POR PEPTIDERANKER

Tabla de resultados de la accién de la termolisina en 11S seed storage globulin
(AAS67036.1)

Nombre de Results of enzyme action Ubicacion Bioactividad
proteina (Peptide
Ranker)
11S seed F [9-9] [158-158]  0.999052
dlobuin [199-199]
(AAS67036.1 [410-410]
) FG [245-246] 0.993072
M [1-1] 0.970074
FN [337-338] 0.951176
FEW [421-423] 0.944294
FSG [233-235] 0.889111
LM [110-111] 0.864197
AMP [159-161] 0.847715
[448-450]
AHW [165-167] 0.847307
LP [339-340] 0.79612
FESMSQESWREGMKRGMRGG  [119-139] 0.748894
R
FQCSG [68-74] 0.736091
IM [361-362] 0.696975

YG [375-376] 0.692969
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«Continuacién»

L

AGKPQQEHSRHQHRGGESQRGERGSGG

N
LR
AGR
AG
YR
YPKR
FQT
APH

LPS
AR
IPGCPET

[8-8] [10-10]

[17-17]
[19-19]
[87-87]
[88-88]
[98-98]
[176-176]
[181-181]
[201-201]
[267-267]
[354-354]
[403-403]
[435-435]
[439-439]
[477-477]
[490-490]
[202-231]

[345-346]
[328-330]
[162-163]
[466-467]
[195-198]
[436-438]
[363-365]
[100-100]
[200-200]
[89-91]

[309-310]
[112-118]

0.639092

0.579552

0.569984
0.548993
0.546994
0.525242
0.510147
0.499876
0.478155
0.443611

0.411199
0.394584
0.385403
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«Continuacién»

YRN
ICS

LH

IR

FTSGPE

VRGRGR

IRH

LSCS

1SG
LNGCMGQGRMREMQGNECQ
LN

FDDE

LRQGH

YN

IDR

YSPE
IRRT

[355-357]
[306-308]
[272-273]
[446-447]
[92-97]
[377-382]
[149-151]
[11-14]
[107-109]
[20-38]
[368-369]
[394-397]
[152-156]
[366-367]
[39-41]
[15-15] [99-99]
[157-157]
[180-180]
[241-241]
[251-251]
[265-265]
[341-341]
[373-373]
[374-374]
[385-385]
[424-424]
[457-457]
[324-327]
[78-81]

0.37974

0.372793
0.337686
0.332363
0.329544
0.324985
0.317609
0.301741
0.285281
0.261683
0.257214
0.255546
0.247253
0.242561
0.231194
0.223609

0.216688
0.215764

104



«Continuacién»

FQDQHQK
IKPPSSRS
A

LS

AEGG

FKTCEN

IEPNG

LQ

YQ
FRPENQGRQRRD
LRQGQ

LK

VPON

LEPTNR

LSN
YDDEREQRRHRSPRSNG
AGRTS

AHS

ISN

[140-148]
[275-282]
[16-16] [44-44]
[168-168]
[178-178]
[358-360]
[411-411]
[425-425]
[434-434]
[445-445]
[465-465]
[491-491]
[492-494]
[347-348]
[53-56]
[426-433]
[82-86]
[255-256]
[458-459]
[478-489]
[398-402]
[468-469]
[406-409]
[45-50]
[342-344]
[283-301]
[440-444]
[370-372]
[454-456]

0.210703
0.210456
0.208643

0.204782
0.198155
0.19798

0.196429
0.195333
0.186203
0.180385
0.173281
0.170035
0.160442
0.15711

0.141507
0.137192
0.134788
0.134371
0.133704

105



«Continuacién»

AD
FSRSETT
AQGNS
AEQDERGN
LNS

1Q

1Q

IEQGNG
YNTGNEP
LT

IDEPSK
LDKD
ANQ

AQS
AGEEG
VWDTQDQQ
AEKG
LGTKT
IDTSNH
ISREQ
LSEN

LE
AKSTTT
LTT

VQEG

VN

VS

AEK

[321-322]
[470-476]
[388-392]
[257-264]
[334-336]
[51-52]
[383-384]
[101-106]
[169-175]
[42-43]
[315-320]
[191-194]
[188-190]
[242-244]
[416-420]
[60-67]
[349-352]
[236-240]
[182-187]
[460-464]
[311-314]
[451-452]
[2-7]
[331-333]
[268-271]
[386-387]
[75-76]
[252-254]

0.132683
0.132626
0.129262
0.126144
0.125503
0.123995
0.123995
0.121031
0.11486
0.114774
0.110957
0.110626
0.100699
0.0915131
0.087617
0.0872538
0.0859709
0.0845107
0.0781952
0.0778559
0.0674307
0.063148
0.0596984
0.0596882
0.0538684
0.0466201
0.043932
0.0427184
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«Continuacién»

LTE
VSED
VKQ
LEET
Vv

[57-59]

[247-250]
[413-415]
[302-305]

[18-18] [77-77]
[164-164][177-177]
[179-179][232-232]
[266-266][274-274]
[323-323][353-353]
[393-393][404-404]
[405-405][412-412]
[453-453]

0.0415969
0.0385704
0.0382082
0.0309773
0.0266109
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Tabla de resultados de la accion de la termolisina en 11S globulin seed storage protein 2-like
(XP_021770184.1)

Nombre de Results of enzyme action Ubicacién Bioactivida
proteina d (Peptide
Ranker)

11S globulin seed F [204-204][401-401] 0.999052

storage protein 2-

Hea - PIOE [474-474][475-475]

(XP_021770184.1 [486-488]

) FPR [101-103] 0.976464
FHP [98-100] 0.933756
FD [243-244] 0.922094
YSPHW [357-363] 0.869551
LM [14-15] 0.864197
AMP [445-447] 0.847715
LC [12-13] 0.840738
FT [407-408] 0.821956
FRS [201-203] 0.820357
IPPG [166-169] 0.809857
VHWC [171-174] 0.796984
LP [336-337] 0.79612
FQCSG [76-80] 0.736091
LRP [231-233] 0.722289
LG [114-115] 0.717282
FPNT [352-355] 0.707523
FPGCPET [118-124] 0.703259
AMR [83-85] 0.688815
FNN [227-229] 0.67507
AGG [207-209] 0.66067
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«Continuacién»

L

FE

ICTMR

LR

FDPE
YSRHGGR
LPN

Y

LPSRGGKSRR
AQQCR
FTRGD

LRH

IPQ
MGGTK

FKTTSSPM KSPM

LDMS
FGHQKD
AGSNG
YDDERR RK
LN

VMDDR

[7-7] [34-34]
[35-35][36-36]
[63-63]
[104-104]
[206-206]
[238-238]
[249-249]
[261-261]
[418-419]
[303-307]
[443-444]
[234-237]
[321-327]
[95-97]

[106-106] [205-205]
[291-291][372-372]
[406-406][420-420]

[476-485]
[40-44]
[158-162]
[339-341]
[403-405]
[1-5]
[423-436]
[342-345]
[145-150]
[413-417]
[281-290]
[328-329]
[390-394]

0.639092

0.589707
0.581548
0.569984
0.568846
0.484572
0.474096
0.443611

0.419155
0.412145
0411111
0.377331
0.350787
0.346437
0.335173
0.300483
0.277888
0.270138
0.260096
0.257214
0.237252
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«Continuacién»

LD
LRHN

INR
AH

LS

YQ
VDKGEMR
LK
LGQGSQKR
VG
LTSSEPNQR
ISPSE

AHQ
LNNPSNQ
AD

1Q

VHR

VNG
VECEGG

[6-6] [37-37]
[113-113][163-163]
[164-164][186-186]
[230-230][262-262]
[272-272][330-330]
[338-338][356-356]
[294-295]
[308-311]

[81-82]

[45-47]

[378-379]

[9-9] [19-19]
[165-165][170-170]
[242-242][364-364]
[454-454]

[10-11] [28-29]
[93-94]

[38-39] [455-456]
[265-271]
[465-466]

[20-27]

[292-293] [437-438]
[48-56]

[457-461]
[462-464]
[190-196]
[318-319]

[32-33]

[155-157]
[296-298]

[57-62]

0.223609

0.219102
0.216636
0.213873
0.213706
0.210152
0.208643

0.204782

0.186203
0.173287
0.170035
0.16915

0.168013
0.153155
0.145125
0.134662
0.13298

0.132683
0.123995
0.120105
0.118955
0.118294
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«Continuacién»

VR [30-31] [263-264] 0.114691
LDNRRE [312-317] 0.114052
LSPGSEQD [273-280] 0.113901
LHQK [151-154] 0.112743
VEKGNM [346-351] 0.112655
YDSSGRQEEG [125-134] 0.101521
VNEGEM [395-400] 0.0912418
LDQT [197-200] 0.0908519
IERGEG [107-112] 0.0896911
VGNNGQS [383-389] 0.0846386
VPED [245-248] 0.0838336
LTN [451-453] 0.0829577
IRGDEQRE [135-144] 0.0805317
YTS [439-441] 0.0800624
YNDGNEE [175-181] 0.0703918
VRKMQQTENRG [250-260] 0.0674137
LSE [239-241] 0.0639582
VNSHS [365-369] 0.0613434
YNREHQT [467-473] 0.0599112
LWDETEEQ [66-75] 0.0543305
VQHNS [88-92] 0.0541911
VSS [16-18] 0.0522738
IE [64-65] 0.0501024
VTRGE [373-377] 0.0492096
VND [187-189] 0.0481238
VS [409-410] [421-422]  0.043932
VNEHK [331-335] 0.0434395
VERSSEQRGKHTQQQ [210-226] 0.0423501
VQ [380-381] [448-449]  0.0400898
VK [411-412] 0.03329
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«Continuacién»

LEET [299-302] 0.0309773

v [8-8] [105-105] 0.0266109
[182-182][185-185]
[320-320][370-370]
[371-371][382-382]
[402-402][442-442]
[450-450]

VT [86-87] [116-117] 0.0265049
[183-184]

Tabla de resultados de la accién de la termolisina en 13S globulin seed storage protein
1-like (XP_021752233.1)

Nombre de Results of enzyme action Ubicacion Bioactivida
proteina d (Peptide
Ranker)

13S globulin seed F [22-22] [205-205] 0.999052

Isitlggage protein 1- [400-400][475-477]

(XP_021752233.1 FW [13-14] 0.998829

) FR [157-158] 0.985719
FRC [83-85] 0.983577
M [1-1] 0.970074
FN [242-243] 0.951176
FNG [230-232] 0.910887
LC [17-18] 0.840738
FRS [202-204] 0.820357
LP [31-32] [329-330] 0.79612
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«Continuacién»

LKW
AM
L

FDDR

AP
FESPRGSGSDTTREGQRDQHQK
LR

AG

FDDEM

LMTPHWN

IGSP

FSPRTRS

LCS

Y
FESPRGSGSDTTREGQRDQHQK
LR

AG

FDDEM
LMTPHWN

[411-413]
[422-423]

[11-11] [12-12]
[19-19][20-20]
[23-23][28-28]
[33-33][100-100]
[101-101][188-188]
[207-207][238-238]
[299-299][310-310]
[331-331][344-344]
[382-382][393-393]
[394-394][427-427]
[467-467]
[384-387]
[108-109] [181-182]
[132-155]

[64-65]

[68-69] [86-87]
[169-170]
[233-237]
[349-355]
[165-168]
[468-474]
[296-298]

[93-93]

[132-155]

[64-65]

[68-69] [86-87]
[169-170]
[233-237]
[349-355]

0.771521
0.74549
0.639092

0.636752
0.626856
0.580417
0.569984
0.546994

0.520044
0.500135
0.471823
0.467599
0.446501
0.443611
0.580417
0.569984
0.546994

0.520044
0.500135
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«Continuacién»

IGSP
FSPRTRS
LCS

Y

LPS

ISP

LNG
FKQN
FTKHGGR
IR
VPGCPET
VQWT
ITRGTGW
1QG

AGDPQGGQERRPKE

LQRQPQQPRGQQWQHDCD

AEPTHR
LD
YNDGD

LS

[165-168]
[468-474]
[296-298]

[93-93] [110-110]
[113-113][206-206]
[334-334][365-365]
[102-104]
[424-426]
[289-291]
[301-304]
[314-320]
[263-264]
[125-131]
[172-175]
[366-372]
[120-122]
[208-223]
[124-124] [183-183]
[229-229][262-262]
[271-271][300-300]
[363-363][364-364]
[34-51]

[58-63]

[189-190] [198-199]
[176-180]

[2-2] [10-10]
[57-57][89-89]
[90-90][241-241]
[348-348][435-435]
[337-338] [433-434]
[465-466]

0.471823
0.467599
0.446501
0.443611

0.411199
0.380175
0.362654
0.338295
0.332837
0.332363
0.331253
0.307072
0.272365
0.272281
0.263879
0.223609

0.220181
0.219633
0.219102
0.210128
0.208643

0.204782
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«Continuacién»

AGKN
LQ

LNGHK
IEPKG
LSNPNNQ
IRGMPEE
LK
ARENGR
VPQN
YDMSRDE
IN

YKN
FKTNDN
AHS

AD
VTQGRG
1Q

AQ

VR
AENDERGS
YTN

1QQ
YGREE
VERG
INT
FTTTNNN
VWESNSEQ
LE
VQEGD
AEQEG

[225-228]

[55-56] [332-333]

[335-336]
[324-328]
[95-99]

[191-197]
[436-442]
[458-459]
[376-381]
[396-399]
[448-454]
[356-357]
[345-347]
[416-421]
[358-362]

[239-240] [311-312]

[114-119]
[373-374]
[29-30]
[91-92]
[254-261]
[105-107]
[52-54]
[460-464]
[339-342]
[321-323]
[3-9]
[75-82]
[269-270]
[159-163]
[406-410]

0.19948
0.195333

0.194112
0.183238
0.177035
0.17294
0.170035
0.164041
0.160442
0.152403
0.152106
0.137944
0.136596
0.134371
0.132683
0.129051
0.123995
0.121797
0.114691
0.106991
0.102907
0.0984426
0.0967111
0.0837221
0.0834654
0.0774203
0.0702756
0.063148
0.0577472
0.0540579
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«Continuacién»

VERD
IE
VQEGQ
AE

VS
LEQT
VKK
VDTET

VT

[265-268]

[73-74]

[388-392]

[66-67]

[184-185] [414-415]
[292-295]
[403-405]
[244-248]

[21-21] [70-72]
[88-88][94-94]
[123-123][156-156]
[164-164][171-171]
[224-224][313-313]
[343-343][375-375]
[383-383][395-395]
[401-401] [402-402]
[443-443]
[111-112] [186-187]

0.0524483
0.0501024
0.0495262
0.0476288
0.043932

0.0430413
0.0379249
0.0320144
0.0266109

0.0265049
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Tabla de resultados de la accién de la termolisina en 13S globulin seed storage protein
2-like (XP_021752668.1)

Nombre de Results of enzyme action  Ubicacion Bioactivida
proteina d (Peptide
Ranker)
13S globulin seed F [5-5] [33-33] 0.999052
storage protein 2- [148-148]
like
(XP_021752668.1 [230-230]
) [231-231]
[472-472]
FQC [90-92] 0.939499
FQ [26-27] 0.916057
FDDM [456-459] 0.823216
LGC [133-135] 0.819419
LP [7-8] 0.79612
[190-191]
[401-402]
FNPQGGR [386-392] 0.777693
IRGMP [508-512] 0.749303
LG [24-25] [128-129] 0.717282
L [6-6] [9-9] 0.639092
[13-13]
[14-14]
[21-21]
[107-107]

[108-108][127-127]
[211-211][232-232]
[274-274][275-275]
[312-312][416-416]
[454-454][465-465]
[488-488][499-499]
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«Continuacién»

FE

AGNPQGRGGDQSGRQHESSRRHTRGGQEEMGQN

LR
MSR
AGR
AG

IMTPNWK
LPH

IPEWDQEEQRSERHHRGGGSERSEEEERSERHHRGGRGRQSE

SSRP HNG
LEW

FHKGH

IG

IRGRG

LCS

Y

Y

Y

Y

AR

AMSSP

FDKQ

LSG

FONQ

VSKW
LPSGQSSPQHSR
APS

[279-280]
[233-265]
[407-408]
[1-3]

[500-504]

[76-77]
[93-94]

[192-193]
[421-427]
[109-111]
[313-363]

[483-485]
[182-186]
[188-189]
[122-126]
[368-370]
[120-120]
[406-406]
[437-437]
[553-553]
[371-372]
[494-498]
[270-273]
[267-269]
[219-222]
[194-197]
[34-45]

[115-117]
[68-69]

[302-303]
[28-32]

0.589707
0.571294
0.569984
0.554004
0.548993
0.546994

0.541972
0.539051
0.534804

0.529483
0.509007
0.501816
0.460183
0.446501
0.443611
0.443611
0.443611
0.443611
0.394584
0.374855
0.368542
0.360064
0.353667
0.341594
0.339786
0.333723
0.332363
0.332363
0.323376
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AGQDG
FTKGSGR
LN
LNDCQ
LRS

VRR
LEM

|

AQR

LKR
LS

IDNPER
IQGENDDRG
FSPSKRSERRGDE
IEPKG

YNN

LK

VPQN

LSPTS
YNDGEDR
FSEESRRSER

[478-482]
[438-444]
[404-405]

[53-57]

[227-229]
[179-181]
[309-311]

[15-15] [208-208]
[266-266][301-301]
[403-403][435-435]
[447-447][555-555]
[527-529]

[10-10] [52-52]
[278-278][300-300]
[420-420][487-487]
[507-507][554-554]
[475-477]

[61-62] [373-374]
[409-410][537-538]
[377-382]
[291-299]
[540-552]
[102-106]
[112-114]
[530-531]
[468-471]

[16-20]

[199-205]
[149-158]

0.277619
0.258299
0.257214
0.248423
0.247624
0.23317

0.226755
0.223609

0.217037
0.208643

0.205619
0.204782

0.199694
0.194028
0.18408

0.183238
0.179952
0.170035
0.160442
0.159613
0.156923
0.152629
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LSS

1Q

AQ

YDTNN

LT

LT

VMNS
LQRGQQ
YESGSPE
ANEPS

INQ
VWDPKEQQE
FEESRRSERGSEEMRDQHQK
ISK
ANHEGE
ADT

INSNK

LTN

LTNDN
LSREE

[428-429]
[520-521]
[223-226]
[417-419]
[98-101]
[532-536]
[118-119]
[505-506]
[430-434]
[276-277]
[383-384]
[130-132]
[70-73]
[22-23]
[212-218]
[11-12]
[206-207]
[516-519]
[46-51]
[139-147]
[63-67]
[58-60]
[81-89]
[159-178]
[286-290]
[448-453]
[136-138]
[396-400]
[393-395]
[489-493]
[522-526]

0.152106
0.145232
0.139559
0.137944
0.135201
0.135177
0.134493
0.134493
0.134371
0.132683
0.132683
0.132184
0.123995
0.121797
0.116888
0.114774
0.114774
0.11407

0.113314
0.11267

0.103893
0.102573
0.10179

0.096708
0.096339
0.093757
0.091891
0.091371
0.082957
0.071036
0.055643
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«Continuacién»

IE
VQEGQ
AE

VN

VN
IEQT
AEK
VESGE
vQ
VESDT
ITE

VT

[513-514]
[460-464]

[74-75]

[375-376]
[414-415]
[364-367]
[411-413]
[304-308]
[445-446]
[281-285]

[78-80]

[4-4] [97-97]
[121-121][187-187]
[198-198][385-385]
[436-436][455-455]
[466-466][467-467]
[473-473][474-474]
[486-486][515-515]
[539-539][556-558]
[95-96] [209-210]

0.050102
0.049526
0.047628
0.046620
0.046620
0.043778
0.042718
0.040295
0.040089
0.039308
0.038848
0.026610

0.026504
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