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RESUMEN

Las enfermedades crénico degenerativas representan la principal causa de muerte
en México y el mundo, entre ellas, las de mayor incidencia son el cancer (de mama
y cérvico uterino) y la hipertension, es por ello, que actualmente se han buscado
alternativas para su prevencion y tratamiento, siendo el uso de compuestos
bioactivos provenientes de fuentes vegetales, un area de interés para lograrlo. Entre
los componentes vegetales que han mostrado mayor bioactividad se encuentra las
proteinas, especificamente los péptidos que pueden ser obtenidos por medio de
hidrélisis enzimatica, quimica o fisica. Entre los péptidos que han mostrado
propiedades para prevencion o tratamiento de enfermedades cronico degenerativas
se encuentran los péptidos obtenidos de las leguminosas, en particular aquellas
provenientes del género Phaseolus, siendo el Frijol ayocote (Phaseolus coccineus),
una variedad promisoria para dicho efecto, es por ello que el objetivo del presente
trabajo fue; evaluar el efecto antioxidante, antihipertensivo y anticancerigeno de los
péptidos bioactivos de las dos variedades de frijol ayocote, para lo cual, se
obtuvieron grupos de péptidos de diferente peso molecular a partir de la hidrélisis
enzimatica de la proteina de 2 variedades de frijol ayocote (negro y morado), y se
determind su potencial antihipertensivo por medio de la actividad sobre la enzima
ECA, antioxidante por DPPH y anticancerigeno sobre céluas SiHa y MDA. Los
resultados obtenidos indican que los grupos de péptidos mayores a 30, <30 kDa y
<10 kDa del frijol morado presentan mayor actividad antioxidante mientras que los
grupos de péptidos <10kDa y <5 kDa del frijol negro fueron los que presentaron la
mayor actividad antihipertensiva. Por otra parte, los grupos de péptidos que
mostraron mayor actividad anti proliferativa sobre la linea celular SiHa fueron los
>30 kDa para ambas variedades de frijol, mientras que para la linea celular MDA el
mayor efecto fue producido por los grupos de péptidos <30 kDa de frijol negro a la
concentracion mayor (5000 mg/mL). Se encontré que existe correlacion entre la

actividad antioxidante y la capacidad anticancerigena.
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INTRODUCCION

El frijol es una de las leguminosas mas consumida en México y el mundo, en nuestro
pais gran parte de la produccion se destina al consumo humano (Secretaria de
Economia, 2012). Recientemente se ha prestado atencion al frijol, por sus
caracteristicas nutricionales y nutracéuticas, ya que se ha demostrado su capacidad
para prevenir o reducir enfermedades crénico degenerativas (Paredes y Valverde,
2006; Figueroa et al., 2010), principalmente la hipertension y el céancer,
enfermedades de mayor impacto no solo en nuestro pais sino en el mundo.

La hipertension es una enfermedad que se caracteriza por un incremento continuo
de la presién sanguinea por arriba de los limites (120/80 mm Hg) lo que aumenta el
riesgo de riesgos cardiovasculares, cardiopatias, accidentes cerebrovasculares e
insuficiencia renal (Giraldo et al., 2013), se puede clasificar en hipertension primaria
o esencial (responsable del 90-95% de los casos) e hipertension secundaria (afecta
al 5-10% de los pacientes y se produce por factores metabdlicos) (Oparil et al., 2003;
Garcia-Mora, 2016).

El cancer, por su parte, es originado por alteraciones en la informacién genética, las
cuales son resultado de mutaciones en la estructura de la molécula del acido
desoxirribonucleico (ADN), por lo cual, la secuencia de bases nitrogenadas
alteradas es transmitida a la otra generacion celular, provocando una division celular
continua de forma auténoma, invadiendo e interfiriendo en la funcién de los tejidos
(Trossero et al., 2006).

En investigaciones recientes se han utilizado proteinas, péptidos y aminoacidos de
diferentes fuentes alimentarias para la prevencién y tratamiento tanto de la
hipertension (Oparil et al., 2003) como de distintos tipos de cancer (Garcia-Mora,
2016). Es por ello, que el presente trabajo se enfoco a determinar la capacidad
antihipertensiva, antioxidante y anticancerigena de grupos de péptidos de diferente
peso molecular, obtenidos a partir de la hiddlisis enziméatica de las proteinas del frijol

negro y morado.
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Capitulo 1 ANTECEDENTES.

1.1. Enfermedades cronico degenerativas

Las enfermedades se pueden clasificar como simples y complejas, las primeras son
aquellas que, generalmente son resultado de alteraciones recientes, sin modificar
amplia o sustancialmente la fisiologia del organismo. Por ejemplo, la apendicitis la
cual, a pesar de ser una enfermedad grave y que en poco tiempo puede matar a
una persona, con una intervencién quirirgica relativamente simple se resuelve el
problema y después del procedimiento aparentemente la fisiologia se recupera ad
integrum (Gonzalez-Gonzaélez et al., 2015).

Mientras que, las enfermedades complejas entre las que se encuentran las
enfermedades crénico-degenerativas, son aquellas que producen una serie de
alteraciones fisiopatologicas amplias, complejas y profundas que contribuyen a la
mortalidad mediante un pequefio numero de acontecimientos fisiologicos (Cordova-
Villalobos et al., 2008) y se caracterizan por que casi siempre son el resultado de
una predisposicion genética compleja (pueden participar una gran cantidad de
genes), en combinacion con factores ambientales y adquiridos, propicios para el
desarrollo de una o varias alteraciones patologicas. Dichas alteraciones se reflejan
como produccion excesiva, disminuida y/o modificaciones estructurales vy
funcionales de varias biomoléculas, pueden alterar en mayor o menor grado la
mayoria de los tejidos y 6rganos a su vez con las cascadas de desregulacion,
ademas alteran la comunicacion bioldgica intra e intercelular (Gonzalez-Gonzalez
et al., 2015). Hasta el momento, no hay solucion terapéutica total ni definitiva para
dichas enfermedades, ya que tienden a ser de caracter cronico y progresivo. Es por
ello que son uno de los mayores retos que enfrenta el sistema de salud. Lo son por
varias razones; el gran nimero de casos afectados, su creciente contribucién a la
mortalidad general y el costo elevado de su tratamiento (Bodenheimer et al., 2002;
Rivera et al., 2004; Gonzalez-Pier et al., 2007). Entre estas enfermedades, las mas
comunes son; la hipertension, el cancer, la diabetes mellitus, las enfermedades

respiratorias cronicas, entre otras; las cuales estan directamente relacionadas
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principalmente a la predisposicion genética, asi como al estilo de vida, siendo el
sedentarismo en conjunto con el tabaquismo y la dieta desequilibrada, los
principales factores de riesgo responsables de su desarrollo, y de casi el 60% de
las muertes en el mundo y del 46% de las enfermedades mundiales (Gémez et al.,
2010).

1.1.1 Hipertensién

Es una de las principales causas de la aparicion de riesgos cardiovasculares,
cardiopatias, accidentes cerebrovasculares e insuficiencia renal (Giraldo et al.,
2013). Se caracteriza por un incremento cronico de la presion de la sangre
proveniente del corazén contra las paredes de los vasos sanguineos (Garcia-Mora
2016), provocando dafos sobre las arterias y en diversos conglomerados de
células, de igual diametro formando meatos entre si que pueden elaborar y
almacenar sustancias, en especial en el corazon, cerebro, rifion y retina cuyo dafio
es proporcional tanto a la magnitud como a la duracion de la hipertension (Guevara-
Valderrama, 2016).

La presion arterial tiene dos componentes: presion arterial sistolica que corresponde
al valor maximo de la tension arterial en sistole (cuando el corazén se contrae) y
presion arterial diastdlica que corresponde al valor minimo de la tension arterial
cuando el corazén esta en diastole (entre latidos cardiacos). La hipertension se
caracteriza por una sistole igual o superior a 140 mm Hg y una diastole igual o
superior a 90 mm Hg (Garcia-Mora, 2016).

Segun su causa, la hipertension se puede clasificar en hipertension primaria o
esencial e hipertension secundaria. La hipertension primaria es responsable del 90-
95% de los casos diagnosticados siendo los factores genéticos, socioeconémicos y
conductuales claves en su desarrollo (Oparil et al., 2003). La secundaria solamente
afecta al 5-10% de los pacientes hipertensos y, aunque en ocasiones tiene una base
genética, en la mayoria de los casos se produce como consecuencia de la
existencia de factores metabdlicos como diabetes, hipercolesterolemia, sobrepeso
y obesidad (Garcia-Mora, 2016).
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Los tratamiento para la hipertension arterial se basan en la inhibicion farmacologica
del Sistema Renina Angiotensina en tres puntos: Enzima Convertidora de
Angiotensina |, accién directa de la Angiotensina Il y renina (Castillo-Yam et al.,
2013).

1.1.1.1 El sistema renina-angiotensina

Es un sistema hormonal que ayuda a regular el volumen extracelular corporal y la
presibn sanguinea pero, en ocasiones, la desregulacion de este sistema 0 su
persistente activacion puede provocar un aumento crénico de la presién sanguinea
y dafios de 6rganos diana (Crowley y Coffman, 2012). Aunque la renina por si sola
no produce la elevacion de la presion sanguinea, es capaz de iniciar la cascada
enzimatica por la que se produce un potente péptido vasoconstrictor denominado
angiotensina Il. La renina es una aspartil proteasa sintetizada en las células
yuxtaglomerulares (células granulares) del riidn que es liberada al torrente
sanguineo cuando se produce un aumento de la osmolaridad del plasma o una
disminucién del flujo sanguineo en el riidn (Crowley y Coffman, 2012). La renina
cataliza la hidrdlisis del angiotensindégeno (Sielecki et al., 1989), una glucoproteina
sintetizada en el higado, produciendo angiotensina |. Este, es hidrolizado por la
enzima convertidora de angiotensina | (ECA), produciendo angiotensina II, un
potente péptido vasoconstrictor. La ECA, ademas, hidroliza la bradiquinina, péptido
gue presenta un potente efecto hipotensor, a péptidos inactivos (Figura 1), (Garcia-
Mora, 2016).

Paralelamente, la ECA estimula la activacion de la aldosterona, una enzima
segregada por la glandula suprarrenal que produce la reabsorcion de sodio en las
células de los tubulos distales y de los tubulos colectores corticales, induciendo la
secrecion de potasio y la reabsorcion de sodio produciendo, consecuentemente, un
aumento de la presion sanguinea (Hall et al., 2012). Se ha demostrado, que los
pacientes hipertensos presentan niveles mas elevados de aldosterona en orina que

los normotensos (Garcia-Mora, 2016).
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La angiotensina Il ejerce su funcion fisioldgica a través de su unién a dos subclases
de receptores especificos de membrana (AT1 y AT2) (Peters, 1995). El receptor
AT1 media la mayoria de acciones de la angiotensina Il, entre las que destacan la
vasoconstriccion, la activacion de la proliferacion celular y la liberacion de
aldosterona y vasopresion produciendo, consecuentemente, la activacion del

sistema nervioso simpatico (Banday and Lokhandwala, 2008).
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Figura 1. Sistema renina-angiotensina (Modificado de Campo6n-Sanchez, 2010).

En lo que respecta al receptor AT2, se encuentra codificado en el cromosoma X y
se expresa de manera predominante durante la etapa fetal. Por el contrario, en la
etapa adulta, la expresion de este receptor es minima y solo se incrementa ante
situaciones de estrés y dafo tisular (Carey y Padia, 2008). Fisiologicamente, los
efectos del receptor AT2 son contrarios a los del receptor AT1, es decir, inhiben la
proliferacion celular, promueven la apoptosis, producen vasodilatacion e intervienen

en el desarrollo fetal y en la diferenciacién tisular (Oparil et al., 2003).
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Por otra parte, en las células del endotelio vascular, en el corazén y rifiones se ha
identificado una enzima homologa a la ECA, conocida como ECA2 (Crackower et
al., 2002). Se trata de una monocarboxil peptidasa que presenta afinidad por la
angiotensina |, angiotensina Il y bradiquinina (Gurley and Coffman, 2008). La ECA2
cataliza la hidrdlisis de angiotensina Il por su extremo del carbono terminal, dando
lugar a la formacion del péptido angiotensina 1-7 que es biolégicamente activo y
produce un incremento de la concentracion de 6xido nitrico y bradiquinina y de la
sintesis de prostaglandinas, por lo que es capaz de reducir la presién sanguinea
(Rosivall, 2009). Diferentes estudios en ratas hipertensas sugieren que la
disminucién de los niveles de ECA2 origina graves problemas de la contractilidad
cardiaca, y aumento de la angiotensina Il, por lo que se considera una enzima
crucial en la regulacion de las funciones cardiacas (Crackower et al., 2002).
Debido al importante papel que juega la ECA en la regulacién de la presion
sanguinea, el empleo de inhibidores de esta enzima es una estrategia valiosa para
prevenir y controlar la hipertension (Pacurari et al., 2014). Los inhibidores sintéticos
se unen al centro activo de la enzima evitando asi la union del sustrato.

Las técnicas de espectroscopia de absorcion electronica han demostrado que el
mecanismo por el que los péptidos inhiben la ECA esta relacionado con la reduccion
de las laminas-B y hélices-a que conforman la estructura secundaria de la enzima
(He et al., 2014). La inhibicion de la ECA provoca el bloqueo de la hidrdlisis de
angiotensina | a angiotensina Il y el aumento de la biodisponibilidad de la
bradiquinina (Tousoulis et al., 2012).

Actualmente, existen en el mercado una amplia variedad de farmacos sintéticos que
ejercen su accion interactuando con el grupo zinc que la ECA contiene en su centro
activo. Los mas usados hasta el momento son: Benazepril, Captopril, Enalapril,
Fosinopril, Lisinopril, Moexipril, Perindopril, Quinapril, Ramipril y Trandolapril
(Sweitzer, 2003). A pesar de su eficacia en la reduccion de la presion sanguinea,
estos farmacos pueden provocar reacciones adversas en algunos pacientes. El
efecto secundario mas comun de dichos farmacos es la tos seca, que afecta
aproximadamente a un 15% de los pacientes tratados. La hinchaz6n causada por

una pequefia fuga de sangre en los vasos sanguineos es otro de los posibles
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efectos adversos que ocurre en 0,1-0,5% de los casos (Riordan, 2003). Ademas, se
ha comprobado que en pacientes con colesterol o que presentan diabetes, el
tratamiento con inhibidores de la ECA puede ocasionar disfuncion renal (Sweitzer,
2003). Es por ello que una alternativa al consumo de farmacos que puede ayudar a
prevenir la hipertension son los péptidos bioactivos con actividad inhibidora de la
ECA ya que tienen una baja incidencia de efectos adversos. Estos péptidos
bioactivos se obtienen mediante tratamientos enzimaticos de proteinas alimentarias
y pueden ser introducidos en la dieta como ingredientes en alimentos funcionales
(Garcia-Mora, 2016).

1.1.2. Cancer

El cancer es una de las principales enfermedades cronicas degenerativas de mayor
incidencia en el mudo. En 2018 se estimaron 18.1 millones de nuevos casos nuevos
y 9.6 millones de muertes por cancer en todo el mundo. El riesgo acumulado de
incidencia, indica que 1 de cada 8 hombres y 1 de cada 10 mujeres desarrollaran la
enfermedad (Bray et al., 2018).

EL cancer es una enfermedad caracterizada por el crecimiento anormal y
diseminado de células que, al desarrollarse en forma incontrolada, avanzan entre
los tejidos normales y los destruyen, alterandose asi el funcionamiento del
organismo, se inicia casi siempre como una enfermedad localizada (Escandén et
al., 1992), tiene origen multifactorial y su desarrollo depende de la interaccién de
los genes del organismo con el medio ambiente, aun cuando existen canceres de
tipo hereditario, es decir aquellos donde la genética del paciente es el principal
determinante de su desarrollo, la mayor parte de las tumoraciones es de tipo
esporadico, esto es, se origina a partir de cambios genéticos somaticos de novo,
promovidos por la exposicion a agentes carcinbgenos ambientales (Fuentes-
Panana et al., 2009).

Los 6rganos que se ha demostrado ser mas susceptibles a ser atacados por ésta
enfermedad son el pulmon, estémago, higado, colon, préstata, mama y cérvix, éstos

dos ultimos representan las mayores problematicas de salud en nuestro pais y a
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pesar de los avances en las pruebas de deteccién y tratamiento durante las Ultimas
décadas, muchas mujeres nunca se han realizado una mamografia o un frotis de
Papanicolaou, o no se examinan regularmente (Austin et al., 2002; Gospodarowicz
et al., 2009; Campero et al., 2014.). De acuerdo a las estadisticas actuales se
reconoce que en México las principales neoplasias causantes de mortalidad,
principalmente en la poblacion femenina fueron cdncer de mama con un 15.3% vy en
segundo lugar el cancer cérvicouterino con un 10.4% (Reynoso-Noverén y Torres-
Dominguez, 2018).

1.1.2.1. Cancer de mama

Este tipo de cancer es multifactorial dependiente de hormonas con una clara
relacion positiva a las altas concentraciones endogenas de estrogeno (Hankinson
and Hunter, 2002), se caracteriza por una proliferacion descontrolada de células
epiteliales que revisten los conductos o lobulillos mamarios (Dickson and Lippman,
2001).

Las mamas, estan formadas por tejido glandular (tejido conectivo), tejido adiposo
(70 al 80 % del peso total de la mama), tejido de sostén (donde se encuentran las
glandulas productoras de leche o lobulillos, conductos, vasos sanguineos y

linfaticos (Figura 2)

Conducto
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Figura 2. Anotomia de las glandulas mamarias humanas (Hondermarck, 2003).
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Los conductos linfaticos transportan el liquido linfatico cuyo contenido principal son
proteinas y células del sistema inmunoldgico las cuales son llevadas a los ganglios
linfaticos axilares ubicados sobre la clavicula y otros lo conducen a los ganglios
mamarios internos ubicados cerca del esternon (Dickson and Lippman, 2001;
Mufoz-Islas, 2010).

Estudios recientes sugieren que el cancer de mama no es una enfermedad
homogénea, sino que consta de al menos 5 subtipos moleculares distintos (Figura

3) con diferentes opciones de tratamiento y prondsticos (Sims et al., 2007).

Cancer ductal \ Cancer lobular

Tumor Mixto Adenocarcinoma
mucinoso

Cancer inflamatorio

Figura 3. Cinco tipos de cancer de mama

a) Carcinoma ductual; el cual puede ser de dos tipos; invasivo y no invasivo;
el primero representa el 75% de todos los canceres de mamay se caracteriza
por comenzar en las células que revisten un conducto de leche en el seno,
sobrepasa la pared del conducto, e invade los tejidos mamarios cercanos, en
este punto puede tener la capacidad de propagarse (hacer metastasis) hacia
otras partes del cuerpo a través del sistema linfatico y el torrente sanguineo.

Por su parte, el carcinoma no invasivo o ductal in situ (CDIS), tiene la
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caracteristica de ser preinvasivo y se localiza en las células que revisten los
conductos cuando han cambiado a células cancerosas, pero no se han
propagado a través de las paredes de los conductos al tejido cercano del
seno, sin embargo, éste puede llegar a convertirse en invasivo con el tiempo.
Por lo cual, el cancer de mama puede generar un carcinoma ductal (Figura
4) el cual comienza en los conductos que mueven la leche del seno al pezén
(Hirshaut and Pressman, 1996; Manoharan and Pugalendhi, 2010; ACS,
2017).

Carcinoma ductal in situ (CDIS)

Conducto normal

Lébulo

UL [ Conducioe

3 1D ) cois
3. £ ; Cedas
£ = anormales

Teido graso

Figura 4. Células mamarias normales hasta la formacion de cancer ductal (INC, 2015).

b) El carcinomalobular comienza en las partes del seno, llamadas I6bulos que

producen leche (Figura 5 ) y al igual que el carcinoma ductal puede ser
invasivo y no invasivo, el primero representan del 5% al 10% de todos los
canceres de mama, con la caracteristica de que puede penetrar en la
membrana que rodea los I6bulos o conductos. Mientras que carcinoma no
invasivo o in situ, se caracteriza por que las células cancerosas crecen en las
glandulas productoras de leche del seno (llamados lobulillos), pero no
atraviesan la pared de los lobulillos, generalmente, se presenta en mujeres
gue no éstan en la etapa de la menopausia (Hirshaut and Pressman, 1996;
Manoharan and Pugalendhi, 2010; ACS, 2017).
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Figura 5. Formacion del cancer lobular (Modificada de ACS, 2017)

c) El carcinoma inflamatorio es un tipo de carcinoma muy serio y de rapida
propagacion que representa aproximadamente el 1% de todos los canceres de
mama (Manoharan and Pugalendhi, 2010). Se caracteriza por presentar una
coloracion rojiza en la mama que puede variar desde un tono leve hasta rojo intenso,
se extiende difusamente sobre el seno, el cual se vuelve picado, y edematoso,
presentandose en apariencia como la piel de la naranja, mientras tanto el cancer se
expande rapidamente por el seno como una induracion difusa. El tamafio de la
mama puede aumentar hasta tres veces mas su tamafio original, en el trascurso de

pocas semanas (Monge-Castro et al., 2013) (Figura 6)
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Figura 6. Cancer inflamatorio (Modificada de ACS, 2017).

d) El adenocarcinoma mucinoso de la mama, representa un tipo histologico
bien diferenciado del adenocarcinoma ductal invasivo, se caracteriza por la
produccion de mucosidad en cantidad variable. La presencia de la mucosidad
indica la naturaleza menos agresiva del tumor que, ademas, actia como
barrera mecanica para impedir la invasion celular en los margenes (Ortega
et al., 2003)

e) Tumor mixto se caracteriza por contener una combinacién de células
ductales y lobulares cancerosas. Este tipo de cancer también se denomina
cancer de mama invasivo o carcinoma mamario infiltrante, sin embargo, se

trata como un carcinoma ductal (ACS, 2017).

1.1.2.1.1 Lineas celulares de cancer de mama

Para la investigacion del cancer de mama humano se dispone de una amplia
variedad de lineas celulares obtenidas principalmente de pacientes. Aunque ciertos
investigadores cultivan lineas propias no comercializadas. Se dispone de
informacion de 33 de estas lineas, 22 de ellas aisladas en la American Type Culture
Collection (ATCC, Rockville, Maryland) y 11 en el Arizona Cancer Center, College
of Medicine de la Universidad de Arizona (Tucson, Arizona). Alrededor de un 85%
de ellas son derivadas de carcinomas intraductales. El resto deriva de carcinomas

ductales con componente papilar, medular o lobular, una linea celular de
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Cystosarcoma phyllodes y 4 lineas celulares de tejido normal de mama (Hay et al.,
1994; Martinez-Carpio y Navarro-Moreno, 2003).

Una primera gran clasificacion se basa en la separacion de la linea celular del tumor
primario o bien de una fase de metastasis. Cultivos a corto plazo de tejidos
cancerosos procedentes de canceres de mama humano son relativamente faciles
de obtener utilizando varios medios (Martinez-Carpio y Navarro-Moreno, 2003); sin
embargo, el mantener estas células el tiempo suficiente para obtener alguna linea
celular inmortal es realmente dificil, ya que ello obedece a un hecho fortuito y
ocasional tras multiples intentos de cultivo mas o menos prolongados en diferentes
medios, es por ello que las células inmortales se obtienen de tumores primarios
avanzados cuando ya se ha producido la metastasis, al menos a ganglios linfaticos
(Smith et al., 1987; Martinez-Carpio y Navarro-Moreno, 2003).

Las lineas celulares obtenidas de tejido mamario primario pueden ser de diferentes
tipos histologicos las mas frecuentes son:

1) Lineas celulares de carcinoma intraductal: en cultivo forman cumulos o
colonias de células epiteliales muy compactos en los cuales es dificil
visualizar la estructura interna de las células. Son células con ndcleo de gran
tamafo, una relacidon ndcleo/citoplasma elevada y presentan varios
nucleolos. Generalmente no forman una completa monocapa.

2) Lineas celulares de carcinoma ductal con componente papilar: sélo una linea
celular (BT-549) ha sido aislada de tejido canceroso primario tipificado como
carcinoma papilar intraductal. Forma monocapa en cultivo.

3) Lineas celulares de carcinoma ductal con componente medular.

4) Tipos histologicos menos frecuentes.

Las lineas celulares obtenidas de tejido metastasico (Tabla 1) son bastante mas
faciles de obtener que en el caso de los tumores primarios, especialmente cuando
las metéastasis son a liquido pleural, y en general son mucho mas heterogéneas que
las obtenidas del tumor primario. Se clasifican en funcion a la localizaciéon
metastasica a partir de la cual han sido aisladas (Hay et al., 1994; Martinez-Carpio

y Navarro-Moreno, 2003).
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Tabla 1. Lineas celulares obtenidas de tejido metastasico

Metastasis a liquido pleural Metastasis a liquido ascitico
De carcinoma intraductal De carcinoma intraductal
MCF-7, MDA-MB-134VI, MDA-MB-415, MDA-MB- ZR-75-1, ZR-75-30

435s, T47D, ZR-75-27, MDA-MB-468, EFM-19,
EP, MW, 600 PE, 21-MT-1, 21MT-2, MFM-223,
VACC-245, VACC-265, VAVV-1179

De carcinoma papilar
MDA-MB-175VII, DMC-42

De adenocarcinoma
SK-BR-3, MDA-MB-436, MDA-MB-453

De carcinoma medular
MDA-MB-231

De carcinoma lobular
MDA-MB-330

Fuente: Martinez-Carpio y Navarro-Moreno, 2003

Es de destacar la utilizacion de células primarias senescentes del epitelio mamario,
como las HMEC (human mammary epitelial cells), que generalmente se utilizan
como control cuando se estudia alguna de las lineas referenciadas. A pesar de la
dificultad para obtener lineas celulares mamarias, se ha podido enumerar una lista
importante, pero se debe tener en cuenta que han sido aisladas a lo largo de muchos
afnos, desde 1958 en que Lasfargues y Ozzello aislan la linea BT-208 hasta 1992
en que Leibovitz y Massey aislan la UACC-11799. De todas estas lineas, solo
algunas han sido profundamente investigadas desde el punto de vista de su
dependencia hormonal, de los receptores de membrana para diferentes factores de
crecimiento, de la accion mitogénica o antimitogénica de éstos, etc. Cuando es de

interés estudiar células cancerosas hormonodependientes, la linea celular mas
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utilizada es MCF-7 (Michigan Cancer Foundation), mientras que uno de los
prototipos més utilizados para el estudio de células hormonoindependientes es
MDA-MB-231 (M.D. Anderson - Main Building - 231), y més recientemente MDA-
MB-468 (M.D. Anderson - Main Building - 468) (Martinez-Carpio y Navarro-Moreno,
2003).

1.1.2.2. Cancer cérvico uterino

El cancer cérvicouterino (CaCu) incluye las neoplasias malignas que se desarrollan
en la porcion fibromuscular inferior del Gtero que se proyecta dentro de la vagina.
Su aparicion esta determinada por la existencia de algunas lesiones cervicales
consideradas con poder carcinogénico y por tanto preinvasoras (Martinez-Pinillo et
al., 2010; Espin-Falcon et al., 2012).

Se pueden identificar 4 diferentes subtipos:

a. Carcinoma de las células escamosas, que se origina a expensas del
epitelio pavimentoso, es el mas frecuente (aproximadamente 80 % de los
casos): El precursor inmediato de este carcinoma son las lesiones
intraepiteliales escamosas de alto grado.

b. Adenocarcinoma cervical, que constituye el 15 % de los casos y se
desarrolla a partir de lesiones precursoras denominadas adenocarcinoma in
situ, surgen en el endoceérvix, el subtipo mas frecuentemente encontrado en
el cuello uterino es el adenocarcinoma mucinoso de tipo endocervical. Estos
tumores pueden infiltrar de manera profunda hacia el estroma del cérvix,
algunas veces con extension parametrial y metastasis a ganglios.

c. Carcinomas adenoescamosos y neuroendocrinos, constituyen el 5 %, el
adenoescamoso esta conformado por un componente glandular y un
componente escamoso, ambos mutados, ocupando aproximadamente la
tercera parte de los carcinomas cervicales con diferenciacion glandular.

Mientras que el nueroenddcrino, posee areas con caracteristicas
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citonucleares de un carcinoide, con ceélulas que contienen granulos

neuroenddcrinos intracitoplasmaticas y es semejante al carcinoide intestinal.

Todos los tipos de tumores (Figura 7), indicados presentan las mismas

caracteristicas clinicas y factores de riesgo (Espin-Falcén et al., 2012)
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Figura 7. Tipos de cancer cérvicouterino.

Se ha encontrado, el 99,8% de los casos de cancer del cuello uterino, se deben a
tipos especificos de un virus tumoral transmitido por via sexual, que se denomina
virus del papiloma humano (VPH), de éstas el 30.3% corresponde al subtipo HPV-
16, 8.2% al subtipo HPV-18, 4.8% al subtipo HPV-31 y 3.9% al subtipo HPV-45.
(Bosch et al., 2002). El enlace entre el CaCu y el VPH fue demostrado a principios
de los anos 80’s por el doctor Harald zur Hausen y la infeccién es un requisito
necesario para el desarrollo de esta enfermedad (LOpez—Saavedra y Lizano-
Soberon, 2006).

El CaCu de células escamosas es el mas comun, mientras que el 10 % de los casos
son de origen glandular, es decir adenocarcinoma. Este también contiene VPH pero
la correlacion es menos pronunciada y es dependiente de la edad. Cerca del 50%
de las mujeres con adenocarcinoma in situ, tienen también neoplasia intraepitelial
cervical y es a menudo encontrado en pacientes que han sido operados por

carcinoma escamoso (Walboomers et al., 1999).
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El adenocarcinoma invasor puede ser puro o mezclado con carcinoma de células
escamosas, con lo que se denomina carcinoma adenoescamoso. La incidencia de
estos canceres aumenta en los paises desarrollados sobre todo en mujeres jovenes
(Lépez—Saavedra y Lizano-Soberdn, 2006). Es por ello que es muy importante el
diagnéstico oportuno ya que durante los primeros estadios esta enfermedad puede
ser tratada con éxito, aunque en teoria es una enfermedad prevenible, actualmente

se le considera como un problema de salud publica (Flores et al., 2003).

1.1.2.2.1. Lineas celulares de cancer cérvico uterino

Las distintas lineas celulares de cancer cérvicouterino son dependientes del virus
del papiloma humana (VPH) y de algunas proteinas asociadas, tales como las
proteinas E6 y E7, las cuales actuan como oncoproteinas virales, ademas de ser
las responsables de perturbar el control del ciclo celular y de iniciar la serie de
alteraciones asociadas con la transformacion celular. La primera indicacion del
papel en carcinogénesis de éstas proteinas surgio de las lineas celulares derivadas
de cancer cervical SiHa y CaSki, en las cuales, el ADN del VPH esta integrado
aleatoriamente en el genoma de la célula. Por otra parte, se sabe que durante la
integracion del ADN del VPH en la célula, puede perderse o inclusive alterar algunos
de sus genes, excepto los genes E6 y E7, los cuales se transcriben activamente.
Por lo que, las proteinas E6 y E7 interfieren activamente en el ciclo celular,
apoptosis y mantenimiento de la estabilidad cromosomal al interactuar con las
proteinas supresoras de tumores p53 y pRB, respectivamente (Tommasino et al.,
2003; Sekaric et al., 2008; Tungteakkhun and Duerksen-Hughes, 2008; Ghittoni et
al., 2010; Tungteakkhun et al., 2010).

Las lineas celulares HelLa, C4-1 y SW756 contienen ADN de VPH 18 amplificado
aproximadamente de 10 a 50 veces junto con las secuencias celulares
flanqueantes, mientras que las células SiHa y C4-1 contienen una Unica copia
integrada de ADN de VPH 16 y 18, respectivamente. En estas lineas celulares y en
la mayoria de los carcinomas genitales positivos al VPH, uno de los puntos de

apertura para la integracion viral se encuentra en la region temprana del genoma
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viral E1 / E2 (E1: Reconoce y se une al DNA del VPH en su punto de origen; E2: Se
une al promotor de la transcripcion viral, interactda y recluta E1 llevandola al punto
de origen) (Durst et al., 1987).

1.1.3. Relacién actividad antioxidante-cancer

En los ultimos afios se ha tenido una gran controversia respecto a los antioxidantes
y su efecto contra el cancer, ya que se ha observado que muchos de los farmacos
gue se administran durante la quimioterapia inducen al estrés oxidativo en las
células cancerigenas, lo que las conduce a su destruccion por necrosis o apoptosis
(Moiseeva, 2007), es por ello, que se han descrito numerosos efectos de estos
compuestos sobre las células cancerosas, como la posibilidad de inhibir el ciclo
celular, la proliferacion celular y el estrés oxidativo, e inducir la detoxificacion de
enzimas, la apoptosis, y de estimular el sistema inmune (Del Rio et al., 2009).

Diversos estudios epidemiolégicos han mostrado una asociacion entre el consumo
de alimentos y bebidas ricas en polifenoles y la disminucion del riesgo de padecer
enfermedades cronicas relacionadas con el estrés oxidativo, como el cancer. La
controversia inicia cuando algunos estudios han demostrado que los compuestos
antioxidantes pueden impedir la muerte de las células cancerigenas, tal como lo
hace el galato de epigalotocatequina (EGCG), el cual se encuentra en el té verde,
e interfiere con los efectos anticancerigenos de Bortezomib (farmaco usado para el
tratamiento del mieloma y linfoma) ya que bloguea su funcién inhibidora del
proteosoma (Herrera-Calderén, 2014). Sin embargo, hay otros estudios que
demuestran lo contrario, tal es el caso de la quercetina que ha presentado actividad
anticancerigena, y ello se ha relacionado con su actividad antioxidante, su
capacidad para inhibir enzimas que activan carcin6bgenos, y con su actividad para
modular diferentes rutas de transduccion de sefales, se ha demostrado que un
tratamiento a corto plazo con quercetina tiene un efecto antioxidante vy
antiapoptotico, mientras que un tratamiento a largo plazo resulta en una accion pro-

oxidante y pro-apoptoética (Hanahan and Weinberg, 2012).
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Por su parte, la vitamina E, ademas de ser antioxidante, puede inducir la apoptosis
en cancer colorrectal (linea HT-29) y aumenta la inhibicién del crecimiento de estas
células tratadas con 5-fluorouracilo; por esto la vitamina E es un tratamiento
complementario para este tipo de cancer. Investigaciones en animales sugieren que
altas dosis de esta vitamina aumentan la eficiencia de la quimioterapia
antineopléasicas (Vallejo-Zamudio et al., 2017).

De acuerdo a las investigaciones que se han llevado acabo con los compuestos
antioxidantes y su relacién con el cancer, se han encontrado que dicho efecto
depende de la concentracion y del tipo de célula cancerigena utilizada, ya que se
ha probado que a concentraciones altas es cuando mayor efecto anticancerigeno
presentan (Herrera-Calderén, 2014).

Dada la relevancia de encontrar compuestos que permitan prevenir o disminuir la
prevalencia del cancer y de ésta manera reducir el indice de mortandad, en los
ultimos afios, las proteinas alimentarias y péptidos se han convertido en un grupo
de nutracéuticos cuyos efectos benéficos se han demostrado, logrando incluso la
prevencion de las diferentes etapas de cancer, incluyendo iniciacion y progresion
(De Mejia y Dia, 2010), siendo compuestos con ventajas como su alta afinidad,
especificidad fuerte para los objetivos, baja toxicidad y buena penetracion de los
tejidos, ademas de ser utilizados para el control y prevencion de diferentes tipos de

el cancer (colon, cervicouterino) (Bhutia y Maiti, 2008).

1.2. El frijol

Con base en las evidencias arqueoldgicas, historicas y botanicas, se ha identificado
a México como el centro de origen y domesticacion del frijol comiun (Phaseolus
vulgaris) (Gepts y Dpbouk, 1991; Papa y Gepts, 2003; Papa et al., 2005). El frijol
comun es una leguminosa ampliamente consumida en todo el mundo y se reconoce
como la principal fuente de proteina en la dieta en muchos habitantes de los paises
de América Latina (Shellie-Dessert y Bliss, 1991). En México se han encontrado 45

de las 55 especies que abarca el género (Debouck, 1986). La mayoria de las
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especies ocupa mas de una zona de distribucién en México, mientras que otras son
endémicas y sélo se encuentran en un area delimitada (Debouck, 1987).

Gran parte de la produccién de frijol en México, se destina al consumo humano
siendo asi que a nivel mundial ocupa el quinto lugar en produccién y el tercero en
consumo (Secretaria de Economia, 2012).

Recientemente se ha prestado atencion al frijol, por sus caracteristicas nutricionales
y nutracéuticas, ya que previene o reduce enfermedades cardiovasculares y cancer
desarrollado en diferentes 6rganos. Dentro de las caracteristicas mas importantes
gue destacan el valor nutritivo de las leguminosas en la nutricibn humana es que
tienen de 2 a 3 veces mas proteina que los cereales. Ademas de un alto contenido
de minerales, especialmente Fe, Ca y Zn (Paredes y Valverde, 2006; Figueroa et
al., 2010).

1.2.1. El frijol como fuente de compuestos nutracéuticos

En comparacion con otros vegetales, el frijol presenta mayor nimero de compuestos
nutracéuticos (Tabla 2). Por ejemplo, una porcion de 100g de frijol cocido puede
aportar el 60% del requerimiento diario de fibra, 40% de hierro y 66% de acido folico
(Figueroa et al., 2010), asi como polifenoles, que incluyen fenoles solubles, taninos,
antocianinas, flavonoides y acido folico (Paredes y Valverde, 2006; Figueroa et al.,
2010).

Tabla 2. Variedades de frijol y su efecto nutracéutico.

Leguminosa Muestra Ensayos Referencia

Soya (Glycine Aislado Reduccion de cancer de Barnes et al., 1990

Max) proteinico mama en rata Sprague- y Hawrylewicz et

Dawley (SD) al., 1991

Frijol negro y Harina de Efecto anticarcinogénico en Hangen y Bennink,

blanco cocido frijol cocido  ratas inducias con cancer de 2002
(Phaseolus colon
vulgaris)
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Garbanzo (Cicer
arietinum)

Frijol pinto zapata
y Negro
(Phaseolus
vulgaris)

Frijol pinto zapata
y Negro
(Phaseolus
vulgaris)

Frijol coman
(Phaseolus
vulgaris)

Frijol Adzuki (Vigna
angularis)

Frijol terciopelo (M.
pruriens)

Dos variedades de
Frijol comuan
(Phaseolus
vulgaris)

Aislado
proteinico

Harina de
frijol cocido

Harina de
frijol cocido

Aislado
proteinico

Globulina

Hidrolizados
proteicos

Hidrolizados
proteicos

Actividad antihipertensiva In
vivo

Disminucion de la incidencia
de tumores cancerigenos de
colon en ratas y conejos

Disminucion de la incidencia
de tumores cancerigenos de
colon en ratas y conejos

Efecto hipocolesterolémico en
Rata SD con diabetes.

Actividad  antioxidante vy
antihipertensiva, por su
capacidad para quelar iones
hierro.

Actividad antihipertensiva in
vitro e in vivo en ratas Wistar-
Kyoto superior al 50%

Actividad antioxidante por
ABTS con inhibicion del 64 y
73.

Pedroche et al.,
2002

Herrera-
Hernandez y
Guzman-
Maldonado, 2010

Herrera-
Hernandez y
Guzman-
Maldonado, 2010

Thachibona et al.,
2013

Durak et al., 2013

Castillo-Yam et al.,
2015

Mendoza-Jiménez
et al., 2018

De acuerdo a los avances en la investigacion de los compuestos nutracéuticos

extraidos del frijol se da por hecho que podrian ser una buen opcién para usarse

como ingredientes para la elaboracién de alimentos funcionales o pueden incluirse

en matrices no alimentarias y ejercer efectos benéficos para la salud (Escudero et

al., 2012).

1.2.2. Especies de frijol

Entre las especies que se han registrado en México y América Central, 49 son

cultivadas, entre las que se encuentran las distintas variedades de frijol. De las 55

27
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especies descritas del género Phaseolus, alrededor de 45 son originarias de México
de las cuales la mas ampliamente estudiada es P. vulgaris (Sousa y Delgado, 1998;
Castillo-Mendoza et al., 2006).

Las variaciones van entre el mismo género y dentro de las diferentes especies
puede ser observada en las caracteristicas morfologicas de los diferentes érganos
de la planta, por ejemplo; se pueden clasificar de acuerdo a la ubicacion de los
cotiledones durante la germinacién (Figura 8), las cuales pueden ser epigeos (es
decir los cotileddn después de la geminacion sobresale con la plantula) como en
Phaseolus vulgaris L., P. acutifolius var. acutifolius A. Gray. y P. lunatus L., e
hipogeos (los cotiledones permanecen sobre la tierra después de la germinacion)
en P. coccineus L., P. leptostachyus Benth. y P. rotundatus Freytag & Debouck
(Freytag y Debouck, 2002; Castillo-Mendoza et al., 2006).

prmoedo fokar

o ‘_. [ S—

\ | cotiledon
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Tar pvara —

primordio folar

Figura 8. Tipo de germinacion de P. vulgaris A) Hipogea, B) Epigea, (Modificada de Rosabal-Ayan
et al., 2014)

Otra diferencia morfolégica que resalta es que algunas especies poseen vainas

pequefias y con pocas semillas como en P. microcarpus, P. micranthus Hook. &
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Arn. y P. leptostachyus Benth, o bien pueden tener vainas y semillas grandes como
en P. albescens, P. maculatus subsp. ritensis y P. lunatus L. (Figura 9)

Figura 9. Forma y tamafio de la vaina y de las semilla de P.vulgaris (Modificada de Meza-Vazquez
et al., 2015; Cuny and Benrey, 2017)

Las especies de también pueden ser de ciclo anual como P. vulgaris, P. parvifolius
y P. acutifolius var. acutifolius A. Gray, o perennes como en P. coccineus, P.
rotundatus, P. jaliscanus Piper, (Freytag y Debouck, 2002; Lépiz y Ramirez, 2010;
Castillo-Mendoza et al., 2015).

Algunas especies poseen caracteristicas muy particulares, como P. microcarpus
con vainas de una sola semilla, P. leptostachyus de habito determinado, P.
maculatus subsp. maculatus de habito rastrero, y P. micranthus que emite raices en
los tallos en contacto con el suelo que simulan estolones (Castillo-Mendoza et al.,
2015).

Sin embargo, debido a que éste género es muy amplio, existen muchas especies
silvestres que pueden provocar mayor variabilidad (Castifieiras-Alonso, et al., 2001).
Es por ello, que la domesticacidén de las especies del frijol se considera relevante
para lograr reducir esta diversidad genética por un fenomeno denominado "cuello
de botella de la domesticacion”, que consiste en la reduccion de la diversidad
genética de la poblacion en comparacion con su ancestro (Ladizinsky, 1998), y la

posterior seleccion con base en caracteristicas particulares que reduce ain mas la
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diversidad genética de loci especificos y regiones genémicas circundantes (Papa et
al., 2006).

Entre las especies del género Phaseolus, que son mas comunmente consumidas y
cuyas caracteristicas morfolégicas aun se mantienen como las de sus ancestros, se
encuentran P. vulgaris L, P. Polyanthus Greenman, P. coccineus L, P. lunatus L y
P. acutifolius Asa Gray. (Delgado-Salinas, 1988; Debouck, 1991).

1.3 Frijol ayocote (Phaseolus coccineus)

El frijol ayocote (P. coccineus) es una planta perenne cultivada como anual,
trepadora, con un gran vigor vegetativo; los tallos alcanzan varios metros de
longitud, aunque hay algunos cultivares que son de mata, con hojas compuestas,
vaina de 8 a 10 cm de largo y semillas grandes, de color variable, con una
inflorescencia de 20 cm, con flores de color rojo escarlata (Figura 10) (Benavides
et al., 2010).

Figura 10. Planta y variedades de semilla de Frijol Ayocote (P. coccineus): A) Vaina, B)
Inflorescencia y flor, C) hoja compuesta y D) Colores de la semilla. (Adaptada de Ruiz-Salazar,
2009)
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El frijol ayocote es nativo de Mesoamérica, se encuentra generalmente en las zonas
altas tropicales y humedas de México, en tiempos precolombinos, se cultivd
extensivamente en el altiplano mexicano (Vargas et al., 1998 y Benavides et al.,
2010), siendo tan antiguo como el frijol lima, actualmente esta especie no se cultiva
en forma tan amplia como el frijol comun, tiene cuatro subespecies, dos de las
cuales presentan formas cultivadas: P. coccineus subsp. coccineus distribuida
especialmente en la zona de México y Guatemala, y P. coccineus subsp. polyanthus
gue se encuentra tanto en México y Guatemala como en Colombia, Ecuador y
Venezuela y las otras dos subespecies no cultivas son; P. coccineus subsp.
formosus y P. coccineus subsp. obvallatus (Vargas et al., 1998).

Actualmente, las especies cultivada se producen a baja escala en algunos estados
de nuestro pais, donde ademas se aprovechan sus variedades silvestres
(Benavides et al., 2010). Se siembra en monocultivo de temporal e intercalado con
el maiz, éstas ultimas pueden ser de guias cortas, o plantas trepadoras que
maduran mucho después que el maiz. En los municipios de Libres y Serdan, Puebla,
el frijol ayocote se siembra en monocultivo, mientras que en regiones de los estados
de Hidalgo, México y Tlaxcala se siembran, junto al maiz o al frijol comun (P.
vulgaris). También se cultiva y consume el frijol ayocote en otras regiones del pais,
como las partes altas del estado de Chiapas, donde por lo general se asocia con el
maiz, y en los estados de Chihuahua, Durango y Zacatecas, donde se cultiva junto
al frijol comun (P. vulgaris L.) de temporal. A nivel mundial, se cultiva en paises de
Centro y Sudameérica, ademas de Inglaterra y Estados Unidos. (Vargas-Vazquez et
al., 2011).

El aporte nutricional del frijol ayocote es comparable al de P. vulgaris L., por lo que
las vainas verdes se aprovechan como verdura y la semilla madura como una
leguminosa; ademas la planta se usa también como ornamental, de cobertura (se
usa como techo principalmente de habito indeterminado trepador) y como forraje
(Benavides et al., 2010).

Aungque México es el centro de origen del frijol ayocote, la atencion que se le ha
dado ha sido insuficiente para impulsarlo como alternativa de produccion y mucho

menos como fuente de compuestos nutracéuticos.
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1.3.1 Frijol ayocote como fuente de compuestos nutracéuticos

Se ha demostrado que el frijol ayocote ademas de representar una fuente
importante de carbohidratos y proteinas, presenta compuestos con caracteristicas
nutracéuticas que aportan beneficios a la salud; tales como; la reduccién del
contenido de colesterol en sangre, tolerancia a la glucosa, disminucion de
enfermedades cardiovasculares y prevencion de ciertos tipos de cancer (Messina,
1999; Guzméan-Maldonado y Paredes-L6pez, 1998) (Tabla 3).

Tabla 3. Compuestos bioactivos del frijol ayocote (Phaseolus coccineus)

Frijol Ayocote Extracto Ensayos realizados Referencia

(Phaseolus Bibliografica

coccineus)

Escarlata Peptido Actividad antimicrobiana Ngai and Ng,
coccinina contra: Coprinus comatus, 2004

Mycosphaerella arachidicola,
Fusarium oxysporum, entre
otras; capacidad
anticancerigena contra
células Leukemia L1210y
HL60.

Escarlata Péptido Actividad antifungica contra, Ngai and Ng,
phaseococcina Mycosphaerella arachidicola 2005
and Fusarium oxysporum y
capacidad anti bacteriana.
Actividad anticancerigena
contra células de Leukemia
L1210y HL60

Negro, moradoy Hidrolizado de  Capacidad antioxidante y Lépez-Martinez et
café frijol crudo y actividad antihipertensiva. al., 2017
de frijol cocido.

1.4 Proteinas y péptidos bioactivos

Los péptidos bioactivos son pequefias cadenas peptidicas compuestas por 2 a 15

residuos de aminoacidos, aunque puede haber excepciones ya que existen péptidos
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con mas de 20 residuos de aminoacidos (Torruco-Uco et al., 2008), se encuentran
inactivos en la proteina nativa, sin embargo, pueden ser liberados durante la
digestion del alimento o por un procesado previo del mismo (hidrdlisis enzimatica),
lo que les permite ejercer diversos efectos benéficos para la salud (Vioque et al.,
2006).

Los péptidos bioactivos han sido aislados de diferentes fuentes tanto animales como
vegetales; como el plasma de la sangre de humanos y plasma de sangre de bovino,
carne de pollo, yema de huevo, masculo y esqueleto de pescado, proteina de la
leche (caseinas), gluten de trigo, soya, girasol, espinaca, frijol mungo, entre otros;
mostrando diversas actividades biolégicas (Tabla 4), como antihipertensivos,
opioides, antioxidantes, anticolesterolémicos, antimicrobianos, anticariogénicos,

antitrombaoticos, anticancerigenos e inmunomoduladores (Torruco-Uco, 2009).

Tabla 4. Péptidos bioactivos y su efecto benéfico a la salud.

Péptidos Efecto benéfico
Inmunomoduladores Estimula la respuesta inmune
Inhibidores del enzima convertidor de Reducen el riesgo de padecer
angiotensina (ECA) enfermedades cardiovasculares

Previenen enfermedades degenerativas y

Antioxidantes L
envejecimiento

Reguladores del transito intestinal Mejoran la digestion y absorcion

Reducen la proliferacion de tumores

Reguladores de la proliferacion celular .
cancerigenos

Antimicrobianos Reducen el riesgo de infecciones

Mejoran la absorcion de minerales y

uelantes
Q metales

Reducen el riesgo de padecer

Hipocolesterolémicos .
enfermedades cardiovasculares

Anticoagulantes Reducen los riesgos de padecer trombos
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1.4.1. Péptidos y cancer

Las proteinas, péptidos y aminoacidos han sido implicados en la prevencion de
distintos tipos de cancer, su modo de accién sobre las células es muy variado y
depende de un tipo a otro de péptidos, por lo que, en muchos casos, no se ha
descubierto como es su mecanismo de accion (Martinez-Agustin y Martinez de
Victoria, 2006). Sin embargo, hasta el momento se ha encontrado 4 modos de
accion; 1) eliminacion de compuestos mutagénicos entre ellos el glutation (glutation
transferasa y la glutation peroxidasa), 2) potenciacion de la respuesta inmune por
ejemplo la lactoferrina, 3) evitar que las células cancerosas absorban los
compuestos necesarios para su proliferacion, tal es el caso del inhibidor de
proteasas Bowman-Birk y 4) evitar la acetilacion de las histonas como el péptido

lunasina extraido de la proteina de soya (Ramos, 2009).

1.4.1.1 Eliminacion de compuestos mutagénicos como el Glutation

De acuerdo a las investigaciones se ha encontrado que células cancerigenas
pueden generar una elevada cantidad de peroxido de hidrogeno (H2032), la cual
contribuye al dafio y mutacion de tejidos, facilitando el crecimiento y la invasion del
tumor. Por lo que el estado persistente de stress oxidativo explica parcialmente
algunas caracteristicas importantes del cancer (Handelman, 2000; Navarro et al.,
1999).

El aumento de glutation (Glu-Gly-Cys) que puede aparecer en células tumorales se
puede explicar como consecuencia de un aumento de la actividad mitética. Los
cambios de la velocidad de proliferacién coinciden con cambios en la concentracion
intracelular de la Glutation (GSH) (Figura 11). Cuando las células tumorales
proliferan se producen mas peroxidos, hay aumento de las especies reactivas de
oxigeno (ROS) y consecuentemente se oxida el GSH. Si disminuye la velocidad de
proliferacion, también lo hace el nivel de peréxidos (Navarro et al., 1997). Se puede
atribuir, el crecimiento del tumor al aumento y liberacién del glutation oxidado

(GSSG) desde los tejidos hasta la sangre cercana al tumor, un ejemplo es la anemia,
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la cual es un sintoma frecuentemente encontrado en los pacientes con cancer;
también se aprecian cambios enziméticos que orientan hacia el estado oxidado

(Martinez-Sarrasague et al., 2006).
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Figura 11. Difusion de GSH a través de uniones entre las células cercanas (Modificada de Chen et
al., 1998)

Es por ello que frente a casos de resistencia en la terapia contra el cancer se
considera de utilidad el conocimiento de la relacion GSH/GSSG. Ya que los ésteres
del GSH son farmacos precursores del tripéptido que por sus caracteristicas
guimicas pueden penetrar en las células donde son hidrolizados; asi se logran
elevados niveles de GSH que protegen a las células linfaticas contra los efectos
letales de la radiacién, en especial con la glutatiéon transferasa y la glutatidon
peroxidasa. La funcion mas importante del GSH en la quimioterapia es su
participacion en la destoxificacion de xenobidticos, peroxidos organicos y metales
pesados; de este modo protege a las macromoléculas de las células, como por
ejemplo el ADN (Chen et al., 1998; Navarro et al., 1999).
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1.4.1.2 Lactoferrina como potenciador de la respuesta inmune

Es una proteina de 80 kDa con capacidad de interactuar con el hierro, se descubri6
por primera vez en las glandulas secretoras mamarias, pero se sintetiza en la
mayoria de los tejidos de mamiferos (Farnaud and Evans, 2003). Est4 presente en
altas concentraciones en humanos (1.0 a =3.2 mg/ml) y leche bovina (0.02 a =0.35
mg/ml) y en concentraciones mas bajas en secreciones derivadas de células
epiteliales (Rodrigues et al., 2009). Su amplia distribucion indica que la lactoferrina
posiblemente esté involucrada en multiples actividades fisiologicas importantes,
tales como en las actividades anticancerigenas, sin embargo, los mecanismos
involucrados en dicha actividad aln no estan claros, generalmente pueden
agruparse en efectos extracelulares, efectos intracelulares e inmunoestimulacion.
Los efectos extracelulares se relacionan principalmente con la interaccion de la
lactoferrina con la membrana celular y los receptores de membrana, mientras que
los efectos intracelulares sugeridos por la mayoria de los estudios se relacionan
principalmente con la apoptosis celular y la detencion del ciclo celular (Fillenbeen et
al., 1999; Yang et al., 2003). La accion inmunoestimuladora de la lactoferrina se
logra principalmente activando las células inmunitarias para liberar los efectores
citotoxicos tumorales. (Zhang et al.,, 2014). Los mecanismos propuestos que
subyacen a la citotoxicidad de la lactoferrina o sus derivados contra las células
cancerosas son diversos y se derivan de experimentos in vitro (Figura 12A).
Ademas, los hallazgos de los experimentos in vivo son generalmente similares
(Figura 12B) (Tanaka et al., 2000).
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Figura 12. Mecanismos de accién propuestos para la lactoferrina. A) Efectos contra las células
cancerosas in vitro, B) Efectos anticancerigenos in vivo de la lactoferrina bovina.

1.4.1.3 Inhibidor de Bowman Birk (BBI) como inhibidor de la proliferacién de
células cancerosas

El BBl es un péptido de 71 aminoacidos (Figura 13), con peso molecular de
aproximadamente 8 kDa y una estructura rigida estabilizada por 7 puentes disulfuro,
gue es capaz de inhibir tanto a la enzima tripsina como a quimotripsina a través de
dos sitios activos independientes, Lisie-Seri7y Leuss-Seras, respectivamente (Barac
et al., 2005).
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Figura 13. Inhibidor de Bowman Birk (Robles-Ramirez, 2010).
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Se ha demostrado que éste péptido suprime la carcinogénesis en una variedad de
sistemas, tanto in vivo como in vitro, en los que se indujo el cancer con diferentes
tipos de carcindgenos (Kennedy, 1998). Es un efectivo quimiopreventivo no toxico
contra lesiones premalignas orales (Armstrong et al., 2000 a, b).

Por otra parte, estudios con ratones han demostrado que cantidades significativas
de BBI son absorbidas en el tracto digestivo y son distribuidas en varios 6rganos
tres horas después de su administracion oral (Billings et al., 1992), lo que podria
facilitar la inhibiciébn de proteasas intracelulares asociadas con la mutacién de
células normales a cancerosas (Robles-Ramirez, 2010). En otros estudios se
demostré que este péptido inhibe especificamente la actividad proteosomal
semejante a quimotripsina. Esta inhibicion esta asociada con la acumulacion de
proteinas ubiquitinadas y de los sustratos del proteosoma, p21 y p27, que
acompafan la disminuciéon de las ciclinas D1 y E, lo cual podria detener el ciclo
celular en la fase G1/S (Chen et al., 2005).

1.4.1.4 Lunasina como inhibidor de la acetilacion de las histonas

La lunasina contiene 43 aminoacidos (Figura 14) con un peso molecular de 5400
Da, contiene en su extremo carboxilo nueve residuos de acido aspartico precedidos
por un motivo de adhesién celular formado por Arg-Gly-Asp (RGD), ademas de una
estructura de hélice homoéloga a una region conservada de proteinas unidas a la
cromatina (EKHIMEKIQG). Es extraido principalmente de la soya, cebada
(Hordeum vulgare) (Jeong et al., 2002), trigo (Triticum aestivum) (Jeong et al.,
2007a), algunas especies de la familia Solanaceae (Jeong et al., 2007b) y en
amaranto (Amaranthus hypochondriacus) (Silva-Sanchez et al., 2008).

A este péptido se le ha encontrado la cualidad de prevenir la mutacion de células
de mamiferos causada por oncogenes (Hernandez-Ledesma et al., 2009). Por otra
parte, estudios en animales indican que la lunasina presenta actividad
anticancerigenay puede prevenir el cancer del tracto digestivo (Galvez y De Lumen,
1999; Torruco-Uco et al., 2008).
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El modo de accion de la lunasina ha indicado que el péptido se introduce en la célula
a través de su motivo de adhesion RGD; se colocaliza (unién del fragmento de
péptido con proteinas) con la cromatina hipoacetilada y se une especificamente a
las histonas H3 y H4 e inhibe su acetilacion, una etapa crucial en la proliferacion
celular y en la formacion de cancer (Galvez et al., 2001 y Hernandez-Ledesma et
al., 2009). La lunasina suprime la transformacion de células de mama inducida tanto
por oncogenes virales (Lam et al., 2003; Jeong et al., 2003) como por carcinégenos
guimicos, su aplicacién dérmica redujo en un 70% la incidencia de tumores en la

piel de ratones tratados con dimetibenzaantraceno (Galvez et al., 2001).

1ISKWQHQQDSCRKQKQGVNLTPC22  Funcion

desconocida

2EKHIMEKIQG?*? Dirige a lunasina a las

histonas H3 y H4
_ Internaliza a
lunasina a la célula
de las histonas

Figura 14. Secuencia y funcion de la lunasina (Jeong et al., 2007).
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JUSTIFICACION.

Las enfermedades cronico degenerativas representan un problema de salud publica
no solo en nuestro pais sino en todo el mundo, especificamente la hipertension
como el cancer, enfermedades cuyos tratamientos en muchas ocasiones, conllevan
efectos secundarios, es por ello que se considera relevante encontrar compuestos
gue puedan prevenir o evitar el desarrollo de dichas enfermedades, siendo el frijol
ayocote una fuente promisoria de péptidos que podrian tener efecto bioactivo, toda
vez que los péptidos obtenidos de la hidrdlisis enzimética de su proteina han
mostrado tener actividad antimutagénica, lo que es un indicio de su posible actividad

anticancerigena.
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HIPOTESIS

Al menos un grupo péptidos generados por hidrélisis enzimatica de la proteina de
frijol ayocote presenta alguna de las actividades biologicas determinadas

(antihipertensiva, actividad antioxidante y anticancerigena).
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL.

Evaluar el efecto antihipertensivo, antioxidante y anticancerigeno de los péptidos

bioactivos de dos variedades de frijol ayocote.

Objetivos especificos.

0

Hidrolizar enzimaticamente los aislados proteinicos de dos variedades del
frijol ayocote (negro y morado).

Separar los grupos de péptidos con base en su masa molecular.

Determinar la actividad antioxidante, contenido de compuestos fendlicos y

actividad antihipertensiva de los grupos de péptidos.

Determinar la actividad anticancerigenas de los grupos de péptidos con
diferentes concentraciones y tiempos de reaccion sobre las lineas celulares
de adenocarcinoma de Mama (MDA) y células cancerosas escamosas del

cuello uterino (SiHa).

Establecer la correlacion entre la actividad antioxidante y la actividad

anticancerigena.
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Capitulo 2 . MATERIALES Y METODOS

2.1. Material vegetal

Se utilizaron 2 variedades de frijol ayocote (morada y negra) provenientes del
municipio de Zacatlan ubicado en la Sierra Norte del estado de Puebla sus
coordenadas geogréficas son 19° 56' 5" latitud norte, 98° 12' 36" latitud occidental.
Las semillas se limpiaron manualmente retirando materia extrafia y granos dafados,
se molieron en un molino manual y se tamizaron a través de la malla No 40, se

almacenaron a 4°C hasta su analisis.

2.2. Obtencion de los aislados proteinicos del frijol ayocote

El aislamiento de las proteinas se realizé con el método de precipitacion isoeléctrica
de Bernardino-Nicanor et al., 2000, partiendo de harina previamente desengrasada,
el cual consisti6 en dos pasos: en el primero se determind el pH de maxima
solubilidad de las proteinas y en el segundo se determind el pH de maxima
precipitacion. Se preparé una disolucion con harina de frijol y agua destilada en una
relacion 1:14 (p/v), se ajustd a pH 11.8 con NaOH (0.1N) se centrifugd (Binder,
Modelo FD115-UL, USA), a 3000 x g (30 minutos; 4°C), al sobrenadante se le ajusto
el pH a 4 con HCI (0.1 N), se centrifugdé a 6000 x g por 30 minutos, el precipitado

fue separado y liofilizado (Scientz-10N Series, Freeze Dryer).

2.3. Hidrolisis de los aislados.

Los aislados proteinicos se hidrolizaron utilizando un tratamiento secuencial con
pepsina, pancreatina), de acuerdo al método establecido por Mora-Escobedo et al.,
20009.

El aislado proteinico (2.5g de aislado en 50 mL de agua destilada) se ajust6 a pH 2
con HCI (1.0 N) y se coloco en un digestor de vidrio de 100 mL, se digiri6 con 100

mg de pepsina (E/S= 1/25) (P7012, Sigma) por 60 minutos a 37°C, posteriormente
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se ajusté el pH a 5.3 con NaHCO3 0.9 M y se adicionaron 100 mg de pancreatina
(E/S= 1/20) (P1750, Sigma), se ajustd nuevamente el pH a 7.5 con NaOH (1 N), se
dej6 digerir durante 120 minutos a 37°C. Para detener la digestion, la muestra se

sumergi6 durante 5 minutos en un bafio de agua hirviendo.
2.3.1 Grado de hidrdlisis

El grado de hidrdlisis se obtuvo obteniendo el porcentaje de proteina soluble,
utilizando acido tricloroacético (TCA), segun el método descrito por Kim et al. 1990.
Se solubiliz6 una alicuota de 10 mL de hidrolizado en una disolucion de TCA al 10%
se dejo reposar por 15 minutos, se centrifugo (Binder, Modelo FD115-UL, USA) a
12,000 xg durante 15 minutos. El contenido de nitrégeno del hidrolizado y del
sobrenadante de la muestra tratada con TCA se determiné por el método de Kjeldahl
(AOAC, 1997). El grado de hidrdlisis (GH) se realizo6 utilizando la formula (1):

N, soluble en TCA al 10%
*

%GH =
o N, Total de la muestra

100 (Férmula 1)

Donde:
% GH es el porcentaje del grado de hidrdlisis

N2 es el contenido de nitrégeno en la muestra

2.4. Separaciéon de los grupos de péptidos por ultrafiltracion

Los hidrolizados proteinicos se centrifugaron a 10,000 x g por 20 minutos. El
sobrenadante con las fracciones solubles se utilizé para iniciar la separacion por
ultrafiltracion. Se utilizé una unidad de ultrafiltracion (Millipore Amicon, Modelo 8050,
USA), la cual esta equipada con un agitador magnético para evitar el sedimento de
la muestra sobre las membranas, bajo un ambiente de Nitrégeno para evitar la
degradacion de los péptidos. Se utilizaron cinco membranas (Millipore) con
diferentes cortes de peso molecular (MWCO): 30000 (30kDa), 10000 (10 kDa); 5000
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(5 kDa); 3000 (3 kDa) y 1000 (1 kDa). Se obtuvieron seis fracciones peptidicas las
cuales se denominaron; R30 (peso molecular >30 kDa), R10 (peso molecular entre
30y 10 kDa), R5 (peso molecular entre 10 y 5 kDa), R3 (peso molecular entre 5y 3
kDa), R1 (peso molecular entre 3y 1 kDa) y P1 (peso molecular 1y < 1 kDa).

2.5. Evaluacion in vitro de la actividad inhibitoria de las fracciones peptidicas
obtenidas por ultrafiltracion sobre la enzima convertidora de angiotensina
(ECA)

Para la evaluacion de la actividad antihipertensiva se utiliz6 la metodologia
reportada por Cushman and Cheung, 1971, modificada por Chang-Bum et al., 2012.
Se tomaron 50 pL de muestra con 50 pL de disolucion de la enzima ECA (Sigma-
Aldrich, A2580) (25 mU/mL), se pre-incub6 a 37°C por 10 min., se agregaron 150
pL del sustrato (8.3 mM HHL en 50 mM de buffer de borato de sodio el cual contiene
0.3M NaCl a pH 8.3) y se incub6 por 30 min., a 37°C. La reaccion se detuvo
adicionando 250 pL de HCI (1.0 M). Como resultado de esta reaccion, se obtuvo
acido hipdarico el cual fue extraido con 500 pL de acetato de etilo, se centrifugo a
1000 xg por 15 min., se colectaron 200uL del sobrenadante procurando tomarlos de
la parte superior (primera fase formada), se sec6 a 80 °C por 10 min., pasado este
tiempo se re suspendio con 1 mL de agua destilada. Se determiné la absorbancia
del producto obtenido a una longitud de onda de 228nm. La concentracion de cada
uno de los extractos fue de 0.2% p/v en buffer de boratos en todos los ensayos.

El porcentaje de inhibicion se calculé con la formula (2):

(4-0)

% Inhibicion de ACE = A—B)

* 100 (Formula 2)

Donde:
A- Absorbancia del control negativo, el cual contiene enzima mas sustrato.
B- Absorbancia del blanco, el cual esta conformado por inhibidor (enalaprilo al
0.2%) mas Sustrato.
C- Absorbancia obtenida de las muestras, las cuales esta constituidas con

enzimas mas sustrato mas muestra.
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2.6 Determinacién de la actividad antioxidante

Para la determinacion de la actividad antioxidante se utiliz6 la técnica de DPPH (1,1-
difenil-2 pricrilhidrazil) descrita por Brand-Williams, 1995. El radical DPPH es
susceptible a reaccionar con compuestos antioxidantes a través de un proceso
caracterizado por la cesion de un atomo de hidrogeno proporcionado por el agente
antioxidante. Consiste en preparar una curva de calibracion con una disolucion de
DPPH (Sigma-Aldrich, D9132) 0.1 mM en metanol (80 %), para ello se realizaron
cinco disoluciones en concentraciones de 0.02, 0.04, 0.06, 0.08 y 0.1 mM, contando
con un blanco, el cual s6lo contenia 10 mL del disolvente, para la determinacion de
la actividad antioxidante de las muestras se utilizaron 1.95 mL de la disolucion de
DPPH (0.1 mM) y 0.05 mL del extracto leyendo la absorbancia a una longitud de
onda de 517 nm, cada 10 minutos hasta completar 60 minutos. El porcentaje de
inhibicion o captacion de radicales libres fue calculado por la férmula 3:

%Inhibicion = A7C) 4 100 Férmula 3
A

Donde:

A- Absorvancia del DPPH

B- Absorvancia de la muestra

La concentracion requerida para el 50% de inhibicion del radical libore DPPH (ICso)

fue calculada mediante la ecuacion de la grafica.

2.7 Determinacion de contenido de fenoles totales

Para la determinacion de fenoles totales se utilizo la técnica de Folin-Ciocalteau
adaptada para alimentos por Singleton et al., 1999. Esta técnica consistio en realizar
una curva de calibracién a partir de una disolucion madre de acido gélico (GAE)

(Fermont), de 0 a 5 mg/L. De cada disolucién se toman 1.58 mL (1580 uL) y se
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mezclan con 100 uL de reactivo Folin-Ciocalteau, se dejé reposar por 8 minutos,
posteriormente se agregaron 300 uL de disolucion de Na-COz (20%), se agitd hasta
su completa homogeneizacién y se dejé reposar por 2 horas a 20°C (o por 30
minutos a 40°C, o bien por 15 min a 50°C), pasado este tiempo se leyo6 la
absorbancia a 765 nm, usando como control la disolucidon con 0% GAE (se agreg0
1.58 mL. de agua destilada). Para las muestras se realizo el mismo procedimiento

utilizando 1.58 mL de cada disoluciéon de muestra.

2.8 Cultivo Celular

Se utilizaron dos lineas celulares tumorales de adenocarcinoma, cérvicouterino
(SiHa), y mama (MDA). El manejo de las lineas celulares se realiz6 en condiciones
de esterilidad (en un gabinete de bioseguridad de clase Il Delta Series Purifier de
Labconco), usando material y disoluciones estériles). Las células se cultivaran en
medio DMEM (Dubelco’s Modified Eagle Medium, Gibco) con suero fetal bovino
(Gibco) al 10% (FBS) y 0.1% de antibittico (estreptomicina y penicilina, ambas
marca Pisa) se incubaron a 37 °C en atmosfera humidificada y COzal 5 % (Valadez-
Vega et al., 2014).

2.9 Ensayo de viabilidad y citotoxicidad celular

Se utilizé el ensayo colorimétrico del colorante tetrasolium, bromuro de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2 y 1)-2-5-difeniltetrazolium (MTT) (Fermont). El fundamento de esta se
basa en la reaccién metabdlica del MTT, el cual es un compuesto de color amarillo
cuyo cambio es realizado por la enzima mitocondrial succinato deshidrogenasa en
un compuesto denominado formazan (color azul), permitiendo determinar la
funcionalidad mitocondrial de las células tratadas. El anillo de tratazolio es reducido
en la mitocondria activa, asi la reaccidén ocurre en células vivas, ya que las células
muertas son incapaces de reducir el MTT después de 30 min de lisis mediada por

completo (Hansen et al., 1989).
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2.9.1 Ensayo MTT

Las células de las lineas MDA y SiHa se homogeizaron en medio DMEM (Dubelco’s
Modified Eagle Medium, marca Gibco), realizando la siembra de 10x103 células en
cada pozo en una microplaca de 96 pozos, se colocaron en una incubadora (Sanyo
MCO-18AIC) a 37 °C por 24 h.

El tratamiento consistié en; el control que son las células sin tratamiento y las
muestras con los diferentes grupos de péptidos (R30, R10, R5, R3, R1, P1), a
concentraciones de 5,10, 50, 100, 1000 pg/mL. Después de la incubacion, se
eliminé la disolucion de péptidos por aspiracion, y se afadieron 110 uL de MTT (5
mg/mL) mezclado con DMEM, a cada pozo, posteriormente las placas se incubaron
a 37 ° C durante 3 h., después de este tiempo, la mezcla de MTT y DMEM se retird
de los pocillos y el producto (formazan intracelular) se disolvio con 100 pL de dimetil
sulfoxido (DMSO). La absorbancia de cada pocillo se medira a 540 nm con un lector
de microplacas (Espectrofotometro para Microplacas Epoch) y se calculo el

porcentaje de viabilidad e inhibicion con las formulas 4 y 5:

. B + 100 ,
% Vibilidad = ( ) ) (Formula 4)
Donde:
A- Absorbancia del control
B- Absorbancia de la muestra
%Inhibicion = (% Vibilidad — 100) (Férmula 5)

Todas las determinaciones se realizaron por triplicado.

2.9.2 Ensayo MTT modificado.

Las células de las lineas MDA y SiHa se re suspendi6 en medio DMEM y se

sembraron 5x 03 células en cada pozo de una microplaca de 96 pozos, se incubaron
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a 37 °C por 24 h. Primero se cultivaron en micro placas de 96 pozos en DMEM
durante 24 h, se lavaron dos veces con BFS (Buffer de Fosfato monobasico de
potasio al 0.2M, fosfato de dibasico de potasio al 0.2M, cloruro de sodio 0.4My acida
de sodio al 5%) y se trataron con diferentes concentraciones del extracto, a
diferentes tiempos de incubacion de 3, 6, 12, 24, 48y 72 h. Después de cada tiempo
de incubacién, se eliminé el extracto y se lavaran las células con PBS, se afiadi6 a
cada pozo el reactivo MTT (5 mg/mL), la placa se incub6 a 37°C durante 3h. Pasado
el tiempo, el medio se elimind y el producto (formazan) oscuro insoluble en agua
intracelular se disolvié en dimetilsulfoxido (DMSO). La absorbancia de cada pozo se
medié entonces mediante un lector de micro placas a una longitud de onda de 540

nm, y se calculd el porcentaje de viabilidad e inhibicién con las formulas 6 y 7:

o B 100 ,
% Vibilidad = ( ) ) (Férmula 6)
Donde:
A- Absorbancia del control
B- Absorbancia de la muestra
%Inhibicion = (% Vibilidad — 100) (Férmula 7)

Todas las determinaciones se realizaron por triplicado.
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2.10 Desarrollo Experimental
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Capitulo 3 RESULTADOS Y DISCUSION
3.1. Material vegetal.

Se utilizaron dos variedades de frijol ayocote: morado y negro (Figura 15), de un
tamafo promedio de 1.93 £ 0.18 cm de largo, 1.23 + 0.15 cm de ancho y 0.81 + 0.20
cm de grosor para el frijol morado y para el frijol negro 1.71 £ 0.27cm de largo, 1.18
+0.09 cm de ancho y 0.75 £ 0.18 cm de grosor.

Figura 15. Frijol ayocote: A) variedad morada y B) variedad negro

3.2. Obtencion de los aislados proteinicos del frijol

Los aislados obtenidos contienen un 83.72% y 90.8% de proteina para el frijol
morado y negro respectivamente, la diferencia en el contenido proteinico del aislado
se debe principalmente a la variedad, la cual se encuentra relacionada con la
estructura de las proteinas que conforman la semilla (Tovar-Jiménez et al., 2012).
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Los datos obtenidos son menores que los reportados por Boye et al., 2010 donde
reporta un 95.70% de proteina en el aislado para el frijol lima (P. lunatus), sin
embargo son altos comparados por lo obtenido por Conde-Martinez y Ortega-
Delgado, 1990 y Medina-Godoy et al., 2009 quienes reportan 66.73% de proteina
en el aislado de frijol azufrado regional 87 (P. vulgaris).

3.3. Hidrdlisis enzimatica y Porcentaje de Hidrolisis (%H).

Los extractos proteinicos de ambas variedades de frijol ayocote se hidrolizaron por
un tratamiento secuencial con pepsina y pancreatina, con la finalidad de simular la
digestion gastrointestinal humana, por lo que los resultados obtenidos podran
proporcionar informacién sobre la generacion de péptidos bioactivos durante la
digestion fisiologica de estos extractos.

Los resultados indican que la hidrdlisis generada en ambas variedades es muy
semejante (Tabla 5), lo cual es un indicio de que los aislados proteinicos presentan
la misma susceptibilidad a la digestion con estas enzimas, lo que estaria generando
la misma cantidad de grupo de péptidos con posible actividad biolégica (Carrasco-
Castilla et al., 2012).

Los resultados obtenidos, sugieren que el porcentaje de hidrdlisis depende en gran
medida de las enzimas utilizadas, siendo la pepsina, pancreatina o bien pepsina y

tripsina, la combinacion que genera mayor grado de hidrolisis (Tabla 5)
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Tabla 5. Comparacion del Grado de hidrdlisis del frijol ayocote con respecto a otras

leguminosas

Material utilizado

Enzimas usadas
para la hidrolisis

% de Hidrolisis

Autor

Extracto
proteinico de frijol
morado (P.
coccineus, L)

Extracto
proteinico de frijol
negro (P.
coccineus, L)

Extracto de soya

Extracto de soya

Extracto
proteinico de frijol
mungo (P.
radiatus L.)

Harina de soya
sin germinary
germinada

Pepsina,
Pancreatina y
Peptidasa

Pepsina,
Pancreatina y
Peptidasa

Pepsinay
Pancreatina

Alcalasaey
Flavourzimae

Alcalasaey
Neutrasae

Pepsinay
Tripsina

73

72.9

42

65

22y 12

70.95, 71.02y
73.53

Experimental

Experimental

Lo et al., 2005

Pedroche et al.,
2002

Hong et al., 2005

Dikshit y Ghadle,
2003

3.4. Separacion de péptidos mediante ultrafiltracion

El grupo de péptidos separados por
estadisticamente significativas en el porcentaje de proteina (Tabla 6), lo cual podria
corroborar la idea de que la estructura y el porcentaje de algunas proteinas es

diferente en cada variedad, por lo tanto, aunque la hidrolisis se presentd en un nivel

ultrafiltracion mostraron diferencias
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semejante, generd distintos grupos de péptidos en cada variedad (Raya-Pérez et
al., 2014).

Tabla 6. Porcentaje de proteina de las fracciones peptidicas de los hidrolizados de
frijol Ayocote.

. Tamarfo de . o
Frijol péptido Proteina (%)
R30 8.2+0.1442
R10 2.6+0.057¢
R5 7.8+0.005°
Negro R3 6.5+0.070°
R1 5.4+0.005¢
P1 1+0.005f
R30 11.4+0.015%
R10 8.9+0.005°
R3 5.3+0.289¢
R1 5.3+0.011¢
P1 0.9+0.005¢

Letras iguales entre columnas indican que no hay diferencia estadistica. P<0.05

3.5. Actividad inhibitoria de las fracciones peptidicas obtenidas por
ultrafiltracion sobre la ECA.

Todos los grupos de péptidos obtenidos a partir de la hidrdlisis del frijol negro
mostraron actividad antihipertensiva (Tabla 7), sin embargo, la mayor actividad fue
obtenida al usar 20 mg de los péptidos R5. Mientras que los grupos de péptidos R30
y R10 del frijol morado fueron los Unicos que presentaron actividad inhibitoria de la
enzima ECA.

Estos resultados podrian indicar que los grupos de péptidos generados a partir del
frijol negro presentan mayor proporcion de aminoacidos aromaticos, en
comparacion con los obtenidos del frijol morado, ya que se ha demostrado que estos
aminoéacidos favorecen la union de los péptidos a los sitios activos de la ECA

provocando su inhibicion (Cheung et al., 1980).
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Es importante mencionar que se utilizaron diferentes concentraciones de los grupos
de péptidos debido a que, después de un barrido con diferentes concentraciones,
sélo las que se reportan en cada caso son las que mostraron actividad, logrando en

algunos casos superar el 50% (ICso).

Tabla 7. Porcentaje de inhibicién de los grupos de péptidos de ambas variedades.

Concentracioén % de Inhibicién de ECA

erupos de de muestra ( Negro Morado
Péptidos (KDa)
mg/mL)
R30 20 45.2+0.020% 83.7+0.055%
R10 5 15.7+0.050% 55.5+0.017",
R5 20 95.4+0.015%, -
R3 5 86.2+0.060°, -

Letras en superindice iguales entre columnas indican que no hay diferencia estadistica. P<0.05
Letras en subindice iguales entre filas indican que no hay diferencia estadistica. P<0.05

3.6. Determinacion de la Actividad antioxidante

La ICso representa la concentracion de muestra que se requiere para inhibir el 50%
del agente oxidante (DPPH), por lo que el uso de una menor concentracion es
indicio de que la muestra posee mayor capacidad antioxidante, de esta forma, los
péptidos R30 del frijol morado resultaron ser los que mostraron el mayor potencial
antioxidante, ya que con tan solo 2.6 mg/mL se alcanz6 el ICso, mientras que los
péptidos P1 del frijol negro fueron los que requieren mayor concentracién. De
manera general, los péptidos obtenidos del frijol morado presentan mayor
capacidad antioxidante que los obtenidos del frijol negro (Tabla 8), ya que se
requiere menor concentracion de los péptidos para alcanzar la ICsp, ésta diferencia
podria ser un indicio de que los péptidos obtenidos del frijol morado presentan
mayor concentracion de aminoacidos hidrofébicos (valina, leucina, triptéfano,
histidina, prolina, tirosina, metionina y cisteina) (Ajibola et al., 2011; Tang et al.,
2009), los cuales son los principales responsables de la actividad antioxidante

(Gallegos et al., 2013), ya que éstos aminoacidos tiene la capacidad de inhibir la
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oxidacion mediante la participacion en reacciones en la que se involucran diferentes
especies oxidantes. Sin embargo, en la actualidad ain no se ha podido describir
un mecanismo de accion concreto para este fin, esto debido a la variabilidad y a la
relacion que existe en la composicion de la secuencia de aminoacidos, la estructura
y la hidrofobicidad de cada péptido (Saito et al., 2003). Por otra parte, se ha
encontrado que los aminoacidos en su forma libre no son efectivos como
antioxidantes, de hecho existe evidencia de que una hidrdélisis extensiva de las
proteinas da como resultado disminucién en la actividad antioxidante (Sanchez-
Mendoza et al., 2016).

Tabla 8.Concentraciones del ICso de ambas variedades de frijol ayocote, para la
activad antioxidante.

Péptidos IC50 (mg/mL)
(kDa)
Negro Morado

P1 96.2+0.094%, 82+0.061%,
R1 45.6+0.047°, 21.6+0.041°
R3 34.4+0.040% 16.3+0.057°
R5 18.6+0.081% 10.5+0.065%
R10 5.8+0.020¢%, 4.0+0.061%,
R30 4.4+0.023', 2.6%0.032%,

Letras en superindice iguales entre columnas indican que no hay diferencia estadistica. P<0.05
Letras en subindice iguales entre filas indican que no hay diferencia estadistica. P<0.05

3.7. Determinacion del Contenido de Compuestos Fendlicos Totales (CFT)

Es importante mencionar que, la determinacion de CFT se realizé debido a que si
bien se esta trabajando con péptidos purificados, los cuales no contienen
compuestos fendlicos, sin embargo, existen algunos aminoacidos, especificamente
los aromaticos (Triptéfano, Tirosina y Fenilalanina), cuya estructura es semejante a
los compuestos fendlicos, (Sanchez-Mendoza et al., 2016), y se ha demostrado que

el reactivo de Folin Ciocalteu tiene la capacidad de reaccionar con compuestos cuya
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estructura es semejante (azucares reductores, aminoacidos y acido ascorbico)
(Mufioz-Bernal et al., 2017). La interaccion de los amino&cidos aromaticos (tirosina
y triptéfano) con el reactivo de Folin Ciocalteu ya se conocia en décadas pasadas,
ya que este método era utilizado en laboratorios clinicos para conocer la presencia
de proteinas o aminoacidos, y con el paso del tiempo fue modificada para la
determinacién de compuestos fendlicos (Singleton and Rossi, 1965; Mufioz-Bernal
et al., 2017). Hoy en dia se conoce que también algunos otros aminoacidos pueden
reaccionar con el reactivo, tal es el caso de los aminoacidos azufrados (Metionina 'y
Cisteina), y la histidina por su grupo imidazol (Elias et al., 2008; Loganayaki et al.,
2011; Mufioz-Bernal et al., 2017)

El contenido de compuestos que reaccionaron con el reactivo de Folin Ciocalteu y
pudieron ser cuantificados presentan un comportamiento semejante a la actividad
antioxidante, siendo los péptidos del frijol morado los que presentaron mayor
concentracion, de los cuales nuevamente los péptidos R30 fueron donde se detecto
la mayor concentracion (Tabla 9), lo cual es un indicio de que podria existir una
correlacion entre la actividad antioxidante y el contenido de compuestos fendlicos o

aminoacidos capaces de reaccionar con el reactivo de Folin.

Tabla 9. Determinacién de fenoles totales en dos variedades de frijol ayocote, negro

y morado.
Péptidos mg de AG/g de extracto
(kDa) seco
Negro Morado

P1 33.0+0.060"% 39.4+0.015',
R1 36.3+0.011% 38.8+0.020%,
R3 34.4+0.005%, 40.7+0.005%
R5 35.6+0.0104% 50.6%0.006%
R10 53.9+0.005" 74.5+0.005P,
P30 65.6+0.012%, 98.7+0.010%,

Letras en superindices iguales entre columnas indican que no hay diferencia estadistica. P<0.05
Letras en subindices iguales entre filas indican que no hay diferencia estadistica. P<0.05
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3.8. Evaluacion de viabilidad y citotoxicidad de las células expuestas a los
grupos de péptidos de frijol morado y frijol negro.

Con la finalidad de determinar el posible efecto de los péptidos tanto del frijol morado
como negro, sobre las células tumorales MDA y SiHa, se realizaron ensayos con la
técnica de MTT. Primero se evalud el efecto de tres diferentes concentraciones (10,
100, 1000 pg/mL) de cada grupo de péptidos de ambas variedades de frijol ayocote
en ambas lineas celulares (Figura 16). El efecto de los péptidos sobre las células
SiHa fue nulo, encontrando que el porcentaje mas bajo fue del 70 al 65% para los
péptidos de frijol negro y morado respectivamente, indicando que no existe actividad

citotdxica considerable hacia las células cancerigenas.
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Figura 16. Viabilidad de las células SiHa a 24 h: A) Expuestas a péptidos de frijol Negra;
B) Expuestas a los péptidos de frijol morado
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Para la linea celular MDA se encontrd que las concentraciones de 100 a 1000 pg/mL
de los grupos de péptidos de ambas variedades de frijol, tampoco tuvieron efecto
citotoxico, ya que la viabilidad celular fue del 60 al 90% para ambas variedades de
frijol ayocote.

Sin embargo, los resultados indicaron que en concentraciones de 10 a 100 pg/mL,
podria haber una disminucion de la viabilidad celular debido a que se observo
(Figura 17) un porcentajes de 40 a 60 % de viabilidad celular para el frijol negro y
morado respectivamente, lo que es un indicio de su posible actividad citotoxica, por
lo que se realizé un andlisis utilizando concentraciones de 5 a 100 ug/mL (Figura
18).

MDA
120
100 &
&
z
3 F- ——— we=Mayores 3 30 KD2
= . - = e Mororus Guses 4 20 KDa
é == ~o=Merores guaes o 10 KD
= 0 Merotes guses a5 kDo
20
0
0 200 400 800 800 1000
Concentracion de los grupos de péptidos (pgp'mL)
MDA
12
10 a3

/ —Mayoms 3 30 KDa

~S-\Mencres Guaskes 3 30 KDa
- Moroms guaks o 10 KDa
Monores guakes a 5 KDa

Viabilidad (%)

0 200 400 600 800 1000
Concantracion de los grupos de péptidos (pgiml)

Figura 17. Viabilidad de las células MDA a 24 h: A) Expuestas a péptidos de frijol Negra;
B) Expuestas a los péptidos de frijol morado.
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Los resultados mostraron que no existia efecto citotoxico sobre la viabilidad de la
células SiHa, al no haber efecto en esta linea se tomo la decision de no probar las
células MDA a estas concentraciones a 24 h de exposicion, ya que los porcentajes
observados de viabilidad del 90 a los 99 %, eran semejantes a los obtenidos para
las células sin tratamiento (100%), por lo que se propuso utilizar concentraciones
mayores a 1000 pug/mL en diferentes tiempos de exposicién de ambos grupos de

péptidos con ambas lineas celulares.
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Figura 18. Viabilidad de las células cancerigenas a 24 h: A) Expuestas a péptidos de frijol

Negra; B) Expuestas a los péptidos de frijol morado
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3.8.1 Efecto citotéxico de péptido con respecto al tiempo.

3.8.1.1. Efecto sobre células SiHa

Las concentraciones utilizadas para cada grupo de péptidos, con base a su
contenido de proteina variaron de 1000 a 5000 pg/mL para la linea celular SiHa,
ademas de utilizar diferentes tiempos de incubacion (3, 6, 12, 24, 48, 72h). Los
resultados de la inhibicion de la proliferacion de células SiHa provocada por la
presencia de los grupos de péptidos de frijol ayocote negro (Figura 19), muestran
que los grupos R5, R3, R1 y P1 generan menor inhibicion de la proliferacion de las
células SiHa que el grupo de péptidos R30 kDa y R10 a dosis de 5000 pg/mL y 72h
de exposicion.

Se observaron resultados similares con los grupos de péptidos frijol ayocote morado
(Figura 20), logrando obtener la mayor inhibicion de la proliferacion de células SiHa
a la mayor concentracién probada (5000 ug/mL) en un tiempo de exposicion de 72
h.

Los grupos de péptidos de morado y negro R30 kDa y R10 no muestran efectos
sobre la proliferacién de las células SiHa con ninguna concentracion a 24h de
exposicion. Solo los grupos de péptidos de frijol morado mostraron accion contra la
proliferacion de las células SiHa en todos los periodos de tiempo en dosis de 1000
y 3000 ug/mL. Estos resultados concuerdan con los reportados por Gonzélez-
Montoya et al., 2016, al utilizar fracciones proteinicas de soya germinada contra
lineas celulares de cancer de mama (MCF-7 y MDA-MB-231) y cervical (HeLa, SiHa
y CasKi).

Por otro lado, se ha reportado, que la actividad antiproliferativa de las fracciones de
proteina de leche de burra con masa molecular >10 kDa es mayor que las fracciones
de masa molecular inferior a 10 kDa al ser provadas contra células de cancer de
pulmén humano A549 (Mao et al., 2009).
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Letras iguales entre barras indican que no hay diferencia estadistica. P<0.05
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Algunos reportes indican que la efectividad de los péptidos del frijol contra las
células cancerosas varia segun el cultivar (Luna-Vital et al., 2015) por esta razon,
los resultados obtenidos mostraron que las fracciones de proteina de frijol ayocote
morado y negro tienen diferentes capacidades de inhibicién en la proliferacion de
células SiHa.

Cinco grupos de péptidos de frijol ayocote negro (Tabla 10), alcanzaron la ICso en
diferentes tiempos de exposicion al utilizar la misma concentracion (5000 ug/mL), lo
gue muestra que la inhibicion de estos grupos (R30, R5, R3, R1y P1) depende del
tiempo de exposicion cuando son expuestos a las células SiHa, mientras que los
grupos de péptido R10 alcanzé la ICso con una concentraciéon mas baja a las 72h
de exposicion. Por lo tanto el ICso para el grupo de péptidos R10 requiere menor
concentracion pero también se requiere un mayor tiempo de exposicion (72 horas),
por lo que se consideran mas adecuados el grupo de péptidos R30 y R3 que
requieren la misma concentracion (5000 mg/mL) durante un tiempo de exposicion

de 6 horas para alcanzar el ICsp.

Tabla 10. Valores del ICso (ug/mL) de los grupos de péptidos del frijol ayocote de
ambas variedades con la prueba MTT en la linea celular SiHa.

Grupo de Frijol ayocote Negro Frijol ayocote Morado
peptidos  Concentracion Tiempo de Concentracion Tiempo de
(kDa) (ug/mL) exposicion (h) (ug/mL) exposicién (h)
=1 5000 48 1000 6
=3 5000 72 3000 3
<5 5000 6 4400 3
<10 5000 48 3000 48
=30 3600 72 - -
>30 5000 6 5000 6
64
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El tiempo de exposicion y la concentracion requeridos para alcanzar el ICso de los
grupos de péptidos de frijol ayocote morado fueron mas bajos que el tiempo de
exposicion y la concentracion requerida para los grupos de péptidos de frijol negro.
Los valores de ICso se obtuvieron en dosis inferiores (1000, 3000, 4400 ug/mL) a
5000 pg/mL en las cuatro fracciones de proteinas (R5, R3, R1 y P1), observando
que la inhibicién de las células SiHa, no depende del tiempo de exposicién, pero el
peso molecular es el determinante de la inhibicién de las células SiHa.

Por otro lado, los grupos de péptidos de frijol ayocote mostraron un alto potencial
como componentes funcionales contra las células SiHa, considerando que los
grupos de peptidos R1 de frijol ayocote morado mostraron una ICso de 1000 ug/mL
contra las células SiHa, concentracién mas bajas que la reportada por otros autores
para facciones de proteina de soya donde el ICso se alcanzé a 1830 pyg/mL contra
las células HeLa (Robles-Ramirez et al., 2012).

Es importante mencionar que las diferencias que se presentan podrian ser
atribuidas principalmente a que ademas de que se trata de leguminosas diferentes,
gue generan grupos de péptidos con diferentes propiedades, se trabajo con
diferentes lineas celulares y se ha demostrado que esto es un factor relevante, ya
gue cada linea celular presenta caracteristicas especificas (Robles-Ramirez et al.,
2012; Luna-Vital et al., 2015; Gonzalez-Montoya et al., 2016; Sanchez-Mendoza et
al., 2016).

3.8.1.2. Efecto sobre células MDA

Los resultados de la inhibicién de la proliferacién de células MDA por efecto de los
grupos de péptidos del frijol ayocote negro (Figura 21), muestran que los péptidos
R30, R10 y P1 provocaron mayor inhibicién de la proliferacion de células MDA en
dos concentraciones (3000 y 5000 pg/mL) en un tiempo de exposicion de 72 h,
comparada con los grupos de péptidos de R5, R3 y P1 los cuales presentaron una

inhibicién mas baja al mismo tiempo de exposicion.
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Los grupos de péptidos frijol ayocote morado (Figura 22) que generaron la mayor
inhibicion de la proliferacion de la células MDA fueron los R30, utilizando una
concentracion de 5000 pg/mL y un tiempo de exposicién de 48 h.

Los grupos de péptidos de frijol morado y negro R30 y R10 no presentaron efectos
sobre la proliferacion de células MDA en ninguna concentracion a las 24h de tiempo
de exposicion. Solo los grupos de péptidos de frijol negro mostraron accién contra
la proliferacion de las células MDA en los periodos de tiempo de 3, 6, 12,48y 72 h
en dosis de 3000 y 5000 ug/mL.

Los resultados obtenidos, son similares a los reportados por Lépez-Sanchez et al.,
2010, quien provo el efecto inhibitorio de la proliferacion de péptidos =30 kDa,
obtenidos de Phaseolus acutifolius sobre la linea celular de cancer de mama MCF-
7. Por otro lado, se ha demostrado la actividad antiproliferativa de las fracciones de
proteina de leche de humana de masa molecular >30 kDa y 210 kDa en células de
MCF-7 (Nekipelaya et al., 2008).

Dos de los grupos de péptidos de frijol ayocote negro alcanzaron la ICso en el mismo
tiempo de exposicion a la misma concentracion (2000 pg/mL) (Tabla 11), mientras
gue solo un grupo de péptidos del frijol morado (R30) alcanzé el ICso con la
concentracion mas alta a las 12 y 72h de exposicion. Sin embargo, considerando
que la I1Cso de los péptidos R30 del frijol morado es alcanzada en 12 h (menor tiempo
de exposicion que los péptidos de frijol negro), se considera que éste es el grupo de

péptidos que se consideran mas adecuados.
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Tabla 11. Valores del ICso (ug/mL) de los grupos de péptidos del frijol ayocote de
ambas variedades con la prueba MTT en la linea celular MDA.

Grupo de Frijol ayocote Negro Frijol ayocote Morado
peptidos Concentraciéon Tiempo de Concentracion Tiempo de
(kDa) (Mg/mL) exposicion (h) (ng/mL) exposicion (h)
P1 NPI NPI NPI NPI
R1 NPI NPI NPI NPI
R3 NPI NPI NPI NPI
R5 NPI NPI NPI NPI
R10 2000 72 NPI NPI
R30 2000 72 5000 12, 72

NPI- No Presento Inhibicion

Con los grupos de péptidos de R5, R3, R1, y P1, de ambas variedades de frijol

no se logré alcanzar la ICso con ninguna concentracion y tiempo probado. Los
resultados obtenidos son similares a los reportados por Gonzales-Montoya et al.,
2016, quien al utilizar péptido de soya geminada contra células MDA-MB-231 y
MCF-7, encontrd la mayor actividad con los grupos >10 kDa, con un ICso de 1519
pg/mL y 2000 pg/mL, valores semejantes a los encontrados para los grupos de

péptidos de frijol negro.

3.9 Correlacién entre la actividad antioxidante—actividad anticancerigena

De acuerdo a los resultados obtenidos en las distintas actividades biolégicas que se
probaron con los péptidos de ambas variedades se puede observar que los grupos

de péptidos que presentaron actividad antioxidante también presentaron inhibicion
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contras las dos lineas celulares de cancer lo que indica que existe correlacion entre

ambas propiedades bioldgicas (Tabla 12 y 13).

Tabla 12. Comparacion de la concentracién con mayor actividad anticancerigena
(SiHa) con las actividad antihipertensiva y antioxidante

% Actividad anti % Actividad anti % actividad
Grupos de  Concentracion proliferativa hipertensiva antioxidante
Péptidos (ug/mL)
Negro Morado Negro Morado Negro Morado

3000 - 25.1 44.2 81.8 51.09 59.5
R30

5000 83.83 87.7 61.8 - 66.92 76.1

3000 25.8 30.7 - - 33.23 52.3
R10

5000 90.13 23.2 15.7 55.5 46.63 59

3000 42.55 453 - - 12.5 20.9
R5

5000 50.1 54.4 - - 25 27.7

3000 54.9 34.3 - - 7.51 14.1
R3

5000 51.75 61.7 86.2 - 16.04 20.2

3000 58.55 45.2 - - 4.85 10.1
R1

5000 70.41 39.3 70.5 70.5 8.66 154

3000 33.6 53.3 - - 3.27 6.8
P1

5000 52.05 57.3 23.1 23.1 9.16 12.3

Esta correlacion es debida a que se ha demostrado que los compuestos fendlicos
también pueden contribuir a la induccion de la muerte de las células cancerigenas
a través de un efecto pro-oxidante (Herrera-Calderén, 2014).

En este sentido, se ha descrito que la genisteina actia de manera sinérgica con el

5-fluorouracilo potenciando la muerte de las células de cancer de colon inducida
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mediante el incremento de la generacion de las especies reactivas de oxigeno
intracelulares (Aydin et al., 2006). Otro estudio donde se utilizé resveratrol, otro
polifenol presente en el vino tinto, mostr6 la inhibicién del crecimiento del cancer de
préstata, mediante la alteracién de la mitogénesis (Diaz et al., 2012). De hecho, el
empleo de los compuestos fendlicos parece incrementar la eficacia de los farmacos
anticancerigenos, lo que permite reducir su dosis, por ejemplo, se ha demostrado
qgue la quercetina disminuye el contenido de glutation intracelular y potencia la
accion apoptotica del trioxido de arsénico (As203), farmaco que se utiliza frente a la
leucemia (Agbor et al., 2006).

Por otra parte, se ha reportado que diversos compuestos fendlicos (genisteina,
resveratrol y quercetina) a bajas concentraciones (de 1 a 10 uM/mL) tienen un efecto
antioxidante y antiapoptotico y promueven la proliferacion celular. Sin embargo, se
sabe que a concentraciones altas (mayores a 100 uM/mL) actian como agentes
pro-oxidantes y parecen inducir apoptosis de manera selectiva en las células
cancerigenas (Herrera-Calderon, 2014).

Finalmente, no se observé una correlacion estrecha entre el efecto anticancerigeno
y el antihipertensivo de los grupos de péptidos de frijol ayocote negro y morado,no
asi con el efecto antioxidante y antihipertensivo, ya que en relacion a esta, en
algunas concentracion (3000 y 500 pg/mL) presentaron actividades inhibitorias
superiores al 50%, tanto para antioxidantes y como para antihipertensivos, esto
prodria ser debido a que en algunas investigaciones in vivo en pacientes
hipertensos confirman que los péptidos antioxidantes podrian modular la presién
sanguinea, sabiendo que durante la hipertensison la poduccion de O2. y el H20O,,
reducen la sintesis de monéxido de nitrogeno (ON) en el endotelio vascular y la
biodisponibilidad de los antioxidantes enddgenos (Touyz, 2004). Por tanto, los

péptidos antioxidantes podrian ser una buena opcion contra la hipertencion.
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Tabla 13. Comparacion de la concentracion con mayor actividad anticancerigena
(MDA) con las actividad antihipertensiva y antioxidante

% Actividad

% Actividad anti anti % actividad
Gf:FeJOS Concentracion proliferativa hipertensiva antioxidante
Péptidos (hg/mL)
Negro Morado Negro Morado  Negro Morado

3000 38 1.9 44.2 81.8 51.09 59.5
R30

5000 58 58.5 61.8 - 66.92 76.1

3000 81.7 36.7 - - 33.23 52.3
R10

5000 82.2 36 15.7 55.5 46.63 59

3000 16.2 22 - - 125 20.9
R5

5000 9.4 18.7 - - 25 27.7

3000 13.7 17.8 - - 7.51 14.1
R3

5000 10.7 19.1 86.2 - 16.04 20.2

3000 11.2 9.6 - - 4.85 10.1
R1

5000 7.1 6.3 70.5 70.5 8.66 154

3000 19.6 12 - - 3.27 6.8
P1

5000 36.6 27.5 23.1 23.1 9.16 12.3



http://www.google.com/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=2ahUKEwi71tuLl7DhAhVGJKwKHbw8BPUQjRx6BAgBEAU&url=http://www.itcelaya.edu.mx/index.php?r%3Davisos/view%26id%3D178&psig=AOvVaw35nUBkjfzoCczNhdgPlmHq&ust=1554252280815014

CONCLUSIONES

Los grupos de péptidos de frijol negro presentaron la mayor actividad
antihipertensiva fue obtenida con los péptidos R5, mientras que el frijol
morado solo mostré actividad con los grupos de péptidos de R30 y R10.
Los grupos de péptidos del frijol morado presentaron la mayor actividad
antioxidante, alcanzando el ICso con la concentracion de menor comparada
con los péptidos obtenidos del frijol negro.

El mayor efecto contra las células SiHa fue producido por los grupos de
péptidos R30 del frijol morado.

El mayor efecto contra las células MDA fue producido por los grupos de
péptidos R10 de frijol Negro a la concentracion (5000 mg/mL).

El tiempo y la concentracion requeridos para los efectos contra las células
SiHa y MDA se ven influidos por la variedad y el peso molecular de las
fracciones proteinicas.

Existe correlacion entre la actividad antioxidante, contenido de compuestos
fendlicos y actividad anticancerigena de los grupos de péptidos obtenidos por

hidrolisis enzimatica de la proteina de frijol ayocote negro y morado.
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Abstract

We evalusied the cyioloxsc and penotorsc effects of prolein isolales of ayoocte beans on adelt maie CD 1Y mice md the
mnticuncer activity of their protein fractions usizg SiHa Celis. The mice that moenwed prokea isolate showed a Polychmmatic
Erythrocytes PCE) iscrease 2t 48 b; a significant PCE decease was observed iz miar sdmizagered the prowin solate-
D aunceubicin Gisolate- DA L) mix. A micromckeated ery throcytes (MNIE) sncease was obserwed in mice that mocived the mix
ia ol Uimes tested. ATl prokeis frcticns of syocote beans (Mlack and parple ) showed inhibition agaiast SeHa celts protikers.
tom 22 doses of 3000 or 5000 pa'ml. The maximal inhabitory comcentration 0C.) of each protein Iraction was reached 2t 2
comcentration of 5000 'ml.. A synergesic efiect of isolate- DAL was observed in the in vivo et the etiect af the prowein
fractions on SiHa aiis proliteration depended of (e ayocote bews variety wed
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Introduction

A Jow incidence of cancer is mocised wizh the consump-
tson of compounds Irom vege tables and fruits | 1], principatty
associged with the consumpton of nutrace wical foods. 1z
recest wears, an incwmasiag isteres is the wee af dictwy
botanical supplements for the prevention sad adjzvant
therpy o= cancer tratmest has been obsened. Geserally,
the s botanical supplements (troits mnd w petables) e rich
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in phenolic compounds, caroke noads, chiorophy 1, vitamiss,
fiber and progeins, which boe sstmaspenic sad/or ssticar-
camogesic properties. Seweral studies hive demonsnied the
potestal of proteins for cancer prevention |2, 3] being the
e guminouws, ¥ important source of vegelabie prodein due in
ﬂt‘hdlpmnmfmlo!)i)ldl.wﬂniam
demonstrated that the protein hydootysates and peptides of
the leguminoes e 1 high biological poteatal 3, 5, 6], The
Phascolxs genus is the most impoctant food legume cos-
sumed in the countries of Central America, Scuth America,
Central A frica and East Africa | 7] becasse they contuin 2
high coacentratzos of starch and protein. In particatar, the
myucote bean (Phasober coveites), % 2 caltivated specie
of the gpraus Phewole, with excepSonal characteristios ke
wewerd ressons, Fisst, Il is 2 preasal species and can live
up to 1 ywears; howeer, @ Mezico and Ceatral America,
it wemlly cultivated = 2n mmsud crop in arcas that expers-
esce harsh winke s Second, it readily produces scads for
tuture crops die it their Sowers are casily erilined by
hummingbirds {£]. In pertscular, evedence has shown tha
the Phaneolus HENNUS 5 3 PROMESSOCY SOUra® of autruceuts-
cal peodeins and peplides to inhibit swern types of tanaer
[9, 10} Ayocoke bean (Pheswoles cocciness) is 2 legume
with a high nutrace2cal poleatal dee o its high coment of
protein & DL | 11]; however, few studie s oe mscarched
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CARACTERIZACION DE LAS PROTEINAS DEL FRUJOL AYOCOTE
(Phaseolus coccineus L).

Tenlente-Martinez G.*, Gonzalez Cnuz L.*, Cariflo-Contés R, Eemardino-Nicanor A*

a) instihuio Tecnoldgico de Celaya, Departamento de ingenieria Bloguimica. Av.
Tecnoiogico y A Garcla Cubas SN AP 57. C.P 33010. Celaya, Gio, Mexico.

D) Universidad Auttnoma oef Estado de Hidaigo, Instituto de Clenclas de |3 Salud, Ex-
hacienda Ia Concepcion, Thicuawtia Codigo Posial 42160, San Agustin Tiaxiaca, Hdaigo,

Actuaimente, & cancer s una de |33 prnCpaies Tousas 0= mortandad en el mundo, por o que se
ha buscado ol uso de componenies NUFACAUSCOs Je orgen vegetal para su tratamiento, t es el
Caso de 0z pepdoos bicactvos obtenicdos princpaimente de las leguminosas, siendo & gérem
Phaseolus, una de [as fuentes mas importantes, in amBbarpo exisien 3igunas varedades de &ste
Pénerc que aun no han Sido e3dadas y que podrian ser fuente promizora de compuestos
Dioactives, entre 133 cuales se encuentra & Sricl ayocotes (Phaseclus coccineus), por o que of
objetvo Oel presente rabajo fue evaluar ks Infruencia de |a colecta sobre @ composicion quimica del
frici asl como a capacidad ciotduica de los pApEdos generndos de 3 hidrdisis enzmatica del
asiado proteinico. El andisis guimico proxima mosird que I colecta de friol negro (233 % b.3)
contene mayor cantidad de proteina que el friici morade (21.9% b.3), mientras gue el contenido de
Cenizas, Oraza y CrDONIratos 0N superiores en & ol morado que &n & Negro, ef punto Isosidcrico
de i3 proteina de ambas colectas se encuentra en un pH de 4.C0. Snaimente, los alziaces no
mostraron toxicidad hasts S000 mg/kg en ratén CO1* por via oral.

Abctract

Cumrentty, cancer s 3 leading cause of death n the world, 30 'we have sought the use of nutraceutical
compounds of plant origin for reatmernt, s In the caze of bicactive peptides dertved mainly fom
legumes |, being e genus Fhasecius |, one of the most Important sources, but there are some
variedes of iz genus that have not been studed and could be 3 promising source of Dicacove
compounds, Including the ayoccte bean [Phassolus coccinews ) 15 found, for this reason, e objective
of this resaarth was to evaiuate the influence of the varant on the chemical compozition of the bean
and the CyIotoxic capacty of the pepddes generated fom enzymalbic hydrolysis of protein isciate
Tre proximate analysis showed that the biack variant | 238 % db ) contains more protein than the
purpie variant ( 21.3 % ab ), while the ash content, fat and cardohydrates are higher In e purpie
variant than In the biack variart, the isoelectric focuzing of the proten in both varants was pH 40 .
Finaly, the Isciates gid not have toxicty 1o S00C mgkg In mice orally CO1 -

Palabrac olave: P2pidos Dioactives, Andmutagénica, Phaseclus coccheus.

Arsa: Cereples, Leguminosas y Oleagnosas

Teailerte-Martine: ef af 4 Yol 1, ¥a. 1 (2014) 1.6
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