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RESUMEN

El calamar gigante (Dosidicus gigas), es una de las principales especies marinas de la cual se
obtienen desechos llamados “subproductos” que pueden ser aprovechados. Entre esos
componentes se encuentran las proteinas del tejido conectivo (TC), que pueden ser utilizadas a
nivel alimentario. Por otro lado, dichas proteinas pueden presentar o potencializar su bioactividad
via Reaccion de Maillard (RM). De manera general la RM consiste en reaccionar, en este caso
una proteina con un carbohidrato a diferentes condiciones de temperatura, pH, entre otras, por lo
que se obtiene una glicoproteina o glicoconjugados (GC), los cuales pueden presentar
bioactividades. El objetivo de este trabajo es caracterizar parcialmente proteinas del TC de
calamar glicosiladas via RM, asi como su actividad inhibidora de la enzima convertidora de
angiotensina (ECA). Particularmente, las proteinas del TC de calamar se glicaron via RM con dos
carbohidratos: dextrano y glucosa, en relacion 1:3 proteina: carbohidrato (m/m), en condiciones
controladas de temperatura (50 °C), tiempo de calentamiento (6 h) y pH (4.2). Para el caso de la
caracterizacién parcial, en el extracto proteico se encontraron bandas de 116-200 kDa
caracteristicas del colageno mediante SDS-PAGE y otras bandas de proteinas como elastina (55
kDa) y tropomiosina (36 kDa), donde la ultima se visualiza incremento en el peso molecular en
los GC. Mientras que, en el FTIR, se encontraron las vibraciones de los enlaces caracteristicos
de las proteinas (amida A, B, I, Il y lll), y dichas vibraciones disminuyeron en los GC formados. Se
obtuvo un porcentaje de glicacion de 17.20 y 13.06 %, para los GC de dextrano y glucosa,
respectivamente. Para la actividad antihipertensiva, se utilizaron dos concentraciones de los GC:
0.1 y 0.05 mg/mL, donde los GC de dextrano y glucosa a 0.1 mg/mL inhibieron el 100 % de la
ECA, mientras que los GC a 0.05 mg/mL inhibieron 77.91 y 100 % para dextrano y glucosa,
respectivamente. Se lograron caracterizar los glicoconjugados, obteniéndose incremento en el
peso molecular y disminucion en las vibraciones de los enlaces, asi como la inhibicién in vitro de
la ECA.



INTRODUCCION

El calamar gigante de nombre cientifico Dosidicus gigas, es un molusco cefalopodo marino que
se encuentra dentro de las principales especies marinas capturadas en México, siendo Sonora y
Baja California Sur los principales estados productores, ademas que su captura constituye un
grado de desarrollo importante en el Pacifico Norte de México. Sin embargo, el consumo humano
de este cefalopodo en México es bajo, independientemente de su bajo precio y alta calidad
nutricional (De La Cruzy col., 2007; Salinas y col., 2005). Dentro del mercado nacional, el calamar
gigante se comercializa principalmente en forma de manto, fresco, congelado, precocido,
tentaculos o “bailarina” (cabeza con tentaculos) y aleta (Luna y col., 2006). Después de que el
calamar es fileteado, se generan desechos denominados “subproductos”, que pueden
representar hasta un 75 % del peso de la captura total en forma de huesos, aletas, cabezas,

visceras y escamas (Shahidi, 2006).

Por otro lado, esos subproductos pueden ser utilizados para obtener enzimas y
subproductos de alto valor nutricional y comercial, como lo es el colageno. Alrededor del 30 % de
los subproductos contienen alto contenido del mismo, que pueden ser variables en funcion de la
edad del espécimen, estadio de madurez, e incluso sitio y temporada de captura, ademas que
también estos desechos pueden ser empleados para la produccion industrial de colageno y
gelatina, con fines cosméticos o de alimentos balanceados para animales (Ezquerra-Brauer y
col., 2002; Torres-Arreola y col., 2008).

En los dltimos afios, la industria alimentaria ha intentado mejorar las propiedades
funcionales de proteinas de distinta naturaleza, mediante métodos fisicos, enzimaticos y/o
quimicos (como la acetilacion, desaminacién, succinilacién, alquilacion reductiva, etc.).
Concretamente, se ha prestado especial atencién al efecto que ejercen los azlcares reductores
sobre la estructura y funcionalidad de las proteinas, existiendo actualmente evidencias suficientes
de que el calentamiento controlado de las proteinas con azucares reductores de distinto peso
molecular forma glicoconjugados via reaccion de Maillard o también llamados productos de la
reaccion de Maillard (PRM). Esta via es uno de los métodos mas efectivos para obtener nuevas
proteinas modificadas con gran interés tecnologico (Oliver y col., 2006). Ademas, a diferencia de
otros métodos quimicos empleados para obtener proteinas modificadas, la glicosilacion via RM,
también llamada glicosilacién no enzimatica o glicacion, no implica el uso de reactivos que puedan

resultar toxicos para el consumo humano, siendo, quizas, el método mas seguro para mejorar las
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propiedades funcionales de las proteinas con fines alimentarios (Corzo Marta, 2010). Algunos
reportes indican que la reaccion de Maillard en sistemas modelo (amino&cido-azlcar) poseen
actividad antioxidante y quelante (Mondaca-Navarro y col.,, 2017), antiproliferativa y
antihipertensiva (In Huk y col., 2011), pero también las proteinas modificadas por este modo
obtienen bioactividades como capacidad antioxidante (Benjakul y col., 2005), antialergénica
(Nakamura y col., 2005) y antihipertensiva (Hong y col., 2014).

Indiscutiblemente, la hipertension arterial es una enfermedad que afecta a alrededor del
20 % de los adultos en el mundo. Es un factor de riesgo importante de enfermedades
cardiovasculares como la arteriosclerosis, apoplejia, infarto agudo al miocardio, o bien,
enfermedades renales. Por lo tanto, la disminucion los niveles de la presion sanguinea a la
normalidad es necesaria para prevenir dichas patologias (Aleman y col.,, 2013). La enzima
convertidora de angiotensina (ECA) desempefia un papel central en la regulacién de la presion
arterial, ésta cataliza la conversion de angiotensina | en angiotensina Il, un potente
vasoconstrictor, por lo que la angiotensina Il promueve el incremento de la presién arterial (Murray
y FitzGerald, 2007). En los ultimos afios, los péptidos y/o proteinas asi, como los PRM generados
a partir de ellos, han recibido una atencion especial, ya que aquellos que inhiben la actividad de
la ECA pueden ser considerados como alternativas no farmacoldgicas para la prevencion y el
control de la hipertension arterial (Aleméan y col., 2013; Hong y col., 2014).

En la actualidad, los subproductos de origen marino estan explotandose, asi como nuevas
tecnologias para obtener alimentos funcionales con gran impacto en el sector salud, ambiental,
industrial y nutricional. Por lo anterior, el presente estudio, pretende potencializar el contenido
proteico de un subproducto del calamar gigante (tentaculos) otorgandole funcionalidad mediante
la reaccién de Maillard, por lo cual se realiz6 una caracterizacién parcial de los glicoconjugados
obtenidos asi como la inhibicién de la enzima convertidora de angiotensina, la cual desempefia

un papel importante en la hipertensién arterial.
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OBJETIVOS

General

Caracterizar parcialmente proteinas del tejido conectivo de calamar gigante (Dosidicus gigas)
glicosiladas via reaccion de Maillard, asi como la actividad inhibidora de la enzima convertidora

de angiotensina (ECA).

Especificos

» Extraer proteinas del tejido conectivo de calamar gigante (Dosidicus gigas) y desarrollar
su glicosilacion via reaccion de Maillard a partir de diferentes condiciones: tiempo,

temperatura y concentracion de los reactantes.

» Caracterizar parcialmente proteinas del tejido conectivo de calamar gigante (Dosidicus
gigas) glicosiladas via reaccion de Maillard mediante técnicas electroforéticas y
espectroscopicas, con el fin de observar incremento en el peso molecular y disminucion

en las vibraciones de los enlaces de los grupos funcionales.
» Evaluar la capacidad antihipertensiva in vitro en proteinas del tejido conectivo de calamar

gigante (Dosidicus gigas) glicosiladas via reaccién de Maillard mediante la inhibicion de

la enzima convertidora de angiotensina (ECA).
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REVISION DE LA LITERATURA

Generalidades del Calamar Gigante

El calamar gigante fue descrito primeramente en 1835 por D’Orbigny, a quien se le debe el
nombre cientifico de Dosidicus gigas, el cual, se distribuye a lo largo del Océano Pacifico oriental
(37° N a 47° S), desde California hasta el sur de Chile. Actualmente se reconocen dos zonas de
concentracién de calamar gigante en México, una en aguas frente a las costas de Jalisco y Colima
y otra en la costa pacifica de Baja California hasta en el interior del Golfo de California. Existe
otra zona que va desde el ecuador hasta los 28° S, principalmente frente a costas de Peru (Figura
1), (Nesis, 1983; Nigmatullin y col., 2001). Se ha propuesto que la distribucién del calamar gigante
responde a una combinacion de factores bibticos y abibticos, ampliando o contrayendo su
distribucion espacial y temporal (SAGARPA, 2014).

Océano
Pacifico

b

T T T T T
ne ny " w nr " no » ws wr

Figura 1. Distribucion del calamar gigante (Dosidicus gigas) en el océano Pacifico. (SAGARPA,
2014).
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Dosidicus gigas es el mayor miembro de la familia Ommastrephidae, y pertenece a los
mas avanzados de la subfamilia de los Ommastrephinae, siendo este un organismo con una
longitud media del manto (LM) de 150 cm y un peso desde 30 hasta 50 Kg. Es un organismo muy
robusto y con la pared corporal gruesa. El cartilago de unién del manto con la cabeza presenta
una bifurcacion en forma de “T” invertida caracteristica de la familia Ommastrephidae. Se
distingue de sus congéneres por la prolongacion de los extremos distales de sus brazos en
filamentos largos y delgados con 100 a 200 pares de succionadores o ventosas pequefias
estrechamente agrupadas, membrana dorsal protectora, trabéculas sumamente desarrolladas y
papilas expuestas (Ehrhardt y col., 1986). En pocas palabras, la anatomia externa e interna del
calamar gigante consta del manto, aleta, cromato6foros, ojos, pluma, brazos, tentaculos y
succionadores, ademas de sus branquias, gbénada, corazon, cerebro, saco de tinta, pico y sifon,

véase figura 2 (Brown y Kiesel, 2003).

ALETA
MANTO GONADA
BRANQUIAS
CROMATOFOROS
040 5] A PLUMA CORAZON SACO DE TINTA
BRAZO CEREBRO
SUCCIONADORES —
TENTACULO |

Figura 2. Anatomia externa e interna del calamar gigante (Dosidicus gigas). (Brown y Kisiel
2003)
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En la especie Dosidicus gigas, es reconocible un ligero dimorfismo sexual al alcanzar la
madurez, las hembras son ligeramente mas grandes y de mayor peso en comparacion con los
machos (Nesis, 1983; Nigmatullin y col., 2001). El calamar gigante es desovador mdltiple, es
decir, presenta una ovulacion sincrénica por grupos, en la cual existen ovocitos en diferentes
grados de desarrollo. Los ovocitos de mayor tamafio mantienen un crecimiento sincronico para
formar una nidada; D. gigas en su historia de vida sélo tiene una temporada reproductiva, en la

cual es capaz de poner diferentes nidadas (Rocha y col., 2001).

La alimentacion de D. gigas es variada, es un depredador por naturaleza y se alimenta de
otras especies marinas como copépodos, eufausidos, camarones pelagicos, cangrejos rojos,
moluscos heterépodos y varios peces (Nigmatullin y col., 2001). El espectro alimenticio es
variante, dependiendo de la ontogenia del calamar gigante también dependera su alimentacién.
Desde una LM de 4-10 cm hasta una LM de 42 cm se puede alimentar de copépodos, mictéfidos

e inclusive de otros calamares (Schetinnikov, 1989).

Composicién Quimica del Calamar Gigante

La composicién quimica de las especies marinas, incluyendo al calamar gigante, varia
dependiendo de sus caracteristicas como lo son: el sexo, talla, alimentacion, temporada y
localizacién de la captura, entre otros. Existen muchas variaciones, en cuanto a la composicion
guimica se refiere, de especie a especie, asi como también dentro de la misma especie; esta
variacion en la composicién como la del masculo puede ocasionar cambios de sabor, color,
textura y apariencia (Arias Joe, 2009). EIl calamar gigante es una fuente de proteinas de alta
calidad, ya que son digeribles y posee todos los aminoacidos esenciales. Proteinas como las del
manto difieren de otros vertebrados, debido a que el 75-85 % corresponde a fracciones
miofibrilares y entre ellas se encuentra la miosina, seguido de actina y paramiosina, siendo esta
ultima particularmente comun en los invertebrados marinos y puede representar hasta el 25 % en
proteinas. Las proteinas sarcoplasméticas representan el 15 % del total (Murrieta-Martinez y col.,
2015).
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Tejido Conectivo

El tejido conectivo o conjuntivo se caracteriza porque sus células no se encuentran adosadas
entre si, sino englobadas en una matriz con sustancia fundamental blanda. Este tejido
desempefia multiples funciones como el soporte y proteccion de 6rganos formando el armazoén y
recubrimiento dentro de éstos y de los vasos sanguineos y nervios, ademas de la difusién de
sustancias y la ubicacién de las células de defensa del organismo. El tejido conectivo esta ya
presente en los invertebrados, y alcanza particular desarrollo y variedad en los vertebrados
(Panigua, 2007). El tejido conectivo esta compuesto por células y matriz extracelular, la cual
comprende a la sustancia fundamental y a las fibras inmersas en ella. La sustancia fundamental
consta de agua, sales minerales, proteinas, glucoproteinas (proteinas a las que se unen algunos
oligosacéridos) y proteoglucanos (proteinas con largas cadenas hidrocarbonadas del tipo
glucosaminoglucanos). Las fibras son de dos tipos: colagenas y elasticas. La proporcién entre la
sustancia fundamental y las fibras, y el tipo y distribucién de estas dltimas determinan la

coloracion y variedad del tejido conectivo (Fortoul, 2013).

La membrana basal es el limite entre el epitelio y el tejido conectivo subyacente. Los
componentes de la membrana basal se disponen formando cinco capas que, mencionadas desde
el epitelio hacia la lamina fibrosa, contienen: 1) laminina (a la que esta unida la entactina); 2)
proteoglucanos (principalmente el perlecano); 3) colageno tipo IV; 4) proteoglucanos y 5)
fibronectina. En la membrana basal de los endotelios hay colageno del tipo XVIIl y en la de los
epitelios planos poliestratificados, colageno del tipo XVII asociado a los hemidesmosomas (Figura
3), (Paniagua, 2007).

16



Laminina
Midogeno ~=

Perlecano se=s=

Colagano IV >

Fibronectina {

Colageno I QRN

Figura 3. Estructura quimica de la membrana basal del tejido conectivo. (Paniagua 2007).

En organismos marinos, el tejido conectivo desempefia un papel importante en la conexion
de células, proporcionando una estrecha relacion entre su funcion y la textura muscular. En los
peces y cefalépodos, el coldgeno es el principal constituyente del tejido conectivo, y su
concentracion y funcion dependen de muchos factores, como la temperatura del agua, edad o
sexo del animal, y las caracteristicas del coladgeno estan relacionados con la estabilidad de las

fibras musculares (Osuna-Amarillas y col., 2015).
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Generalidades del Colageno

El coldgeno es la proteina mas abundante del reino animal y es localizado en la matriz extracelular
(Béachinger y Engel, 2005). Est4d conformado por fibrillas las cuales proporcionan soporte
mecanico y resistencia, que depende de la formacién de enlaces covalentes intramoleculares y
entrecruzamiento de las unidades proteicas. Todos los tipos de colageno que son capaces de
formar fibrillas en vertebrados superiores son los tipos I, IlI, 1ll, V y XI, mismos que estan
entrecruzados en un mecanismo basado en reacciones de aldehidos generados enzimaticamente
por la lisil oxidasa en cadenas laterales de lisina o hidroxilisina (Eyre y Wu, 2005). La
caracteristica comun de todos los colagenos es el dominio de una triple hélice helicoidal con la
secuencia repetida Glicina-X-Y en la estructura primaria donde normalmente X y Y corresponden
a los aminoéacidos prolina e hidroxiprolina, respectivamente, ademas dicha hélice se encuentra
en los tejidos conectivos incluyendo tendones, huesos y piel. Una gran variacion en la longitud
de la triple hélice se puede encontrar en la naturaleza (Figura 4), (Bachinger y Engel, 2005;

Muyonga y col., 2004).

Figura 4. Estructura quimica del colageno. (Shoulders y Rainers, 2009).
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Las tres cadenas polipeptidicas que forman la triple hélice también es llamada
tropocolageno, la cual es cilindrica y mide alrededor de 280 nm de longitud y 1.5 nm de didmetro.
Cada cadena, llamada cadena alfa (a), contiene aproximadamente 1000 aminodacidos y tiene un
peso molecular de 100 kDa, dependiendo del tipo. Las moléculas de tropocolageno pueden ser
formados por tres cadenas idénticas (homotrimeros) como en los colagenos Il y Il o por dos o
mas cadenas diferentes (heterotrimeros) como en los colagenos |, IVy V (Ezquerra-Brauer y col.,
2012).

Métodos de Caracterizacion de Proteinas

El conocimiento sobre la estructura y funcién de las proteinas procede del estudio de muchas
proteinas individuales. Para estudiar una proteina o varias proteinas en detalle es necesario
separarlas y disponer de técnicas que permitan determinar sus propiedades como su tamafio,
aminoacidos, grupos funcionales, entre otras. Existen diversas técnicas que nos ayudan a
estudiar proteinas, como una centrifugacion diferencial para separarlas segun su solubilidad,
precipitacion con sales y/o solventes, o bien, didlisis para separarlas de los disolventes y asi,
aprovechar el tamafio de las mismas. Por otro lado, existen métodos mas potentes para el
fraccionamiento de proteinas como la cromatografia en columna, la cromatografia de intercambio
ibnico y cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC). Otra técnica importante para la
separacion de proteinas se basa en el desplazamiento de las proteinas en un campo eléctrico,
proceso denominado electroforesis. También, se puede investigar el tamafio de las proteinas
mediante espectrometria de masas. Particularmente, se han disefiado métodos para determinar
la estructura tridimensional de una proteina como la difraccion de rayos X, la resonancia
magnética nuclear e inclusive la espectroscopia de infrarrojo nos puede dar nocién de la
estructura secundaria de las proteinas, como un porcentaje de alfas hélice y hojas beta plegadas
(Nelson y Cox, 2009).
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Electroforesis en Geles de Poliacrilamida en Condiciones Desnaturalizantes con Dodecil
Sulfato de Sodio (SDS-PAGE)

La electroforesis es un método analitico semipreparativo, en el que se separan biomoléculas, en
dependencia entre otros factores de su carga y bajo la accion de un campo eléctrico. Fue
empleado por primera vez por Tiselius en el afio 1937. Raymond y Weintraub en 1959 emplearon
como soporte para la electroforesis un gel de poliacrilamida (PAGE), posteriormente el método
fue perfeccionado por varios investigadores como Davis y Ornstein. La popularidad de este creci6
rapidamente y se logré un aumento de la resolucién. El dodecil sulfato de sodio (SDS) se
introduce en esta técnica en 1970 por Laemmli, y ya en 1972 se emplean agentes reductores y
SDS en la determinaciéon del peso molecular de proteinas en lo que se denominé electroforesis

en geles de poliacrilamida con SDS (Garcia-Pérez, 2000).

En la electroforesis desnaturalizante (SDS-PAGE), el tratamiento con SDS asegura la
desnaturalizacion total de la proteina por pérdida de su estructura tridimensional. Un tratamiento
de la proteina con 2-mercaptoetanol, a 100°C durante 5 min, provoca la reduccién de puentes
disulfuro y como consecuencia una separacion de las cadenas polipeptidicas. A su vez, la cadena
hidrocarbonada hidréfoba del SDS rodea a las cadenas polipeptidicas, ya separadas, orientando
el ion sulfato, hidrofilico, con carga negativa hacia el medio acuoso. De esta manera todas las
cadenas polipeptidicas adquieren una carga negativa neta y todas las cadenas polipeptidicas
quedan aisladas (Pérez-Chabela y col., 2015). La migracién es proporcional a la carga y al
tamafio de la molécula, pero no a su forma. La separacion de los complejos SDS-proteina es
proporcional solo a la masa de la proteina pues todas tienen la misma carga por unidad de masa.
Se puede entonces determinar el peso molecular aparente de cualquier proteina por comparacion

con un patron de proteinas de pesos moleculares conocidos (Figura 5), (Weber y Osborne, 1969).
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Figura 5. Electroforesis en geles de poliacrilamida. Modificado de Muntané Relat, 2010.

Los geles de poliacrilamida se forman por la co-polimerizacién de la acrilamida para lo
cual se utiliza un agente entrecruzador como la N, N'-metilenbisacrilamida en presencia de un
catalizador de ion persulfato en forma de persulfato de amonio y un iniciador como TEMED (N,
N, N', N'-tetrametiletilendiamino). La polimerizacion depende de la temperatura y se debe realizar
en una atmosfera inerte ya que el oxigeno puede actuar como un neutralizador de radicales libres,
generados por el i6n persulfato. Las soluciones de acrilamida se desgasifican debido a que el
oxigeno es un inhibidor de la polimerizacion, véase figura 6. Ademas, durante la polimerizacion
se libera calor que podria provocar la formacion de burbujas en el seno del gel (Pérez-Chabela,
2015).
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Figura 6. Reaccién de la polimerizacion de la poliacrilamida y estructura quimica del dodecil
sulfato de sodio (SDS). Modificado de Muntané Relat, 2010.

Espectroscopia de Infrarrojo Utilizando Transformada de Fourier (FTIR)

El empleo de esta técnica espectroscopica se relanzo en los afios 50 y 60, aunque la herramienta
definitiva que permitié utilizar esta espectroscopia es el algoritmo de transformada rapida de
Fourier (FFT) desarrollado por Cooley and Tukey en 1965. A partir de entonces, la aplicacion se
ha utilizado en diferentes campos hasta nuestros dias. (Cortés y Jarabo, 2006). Un
espectrofotémetro infrarrojo mide las frecuencias de la luz infrarroja absorbida por un compuesto.

Un espectrofotometro con transformada de Fourier usa un interferémetro, para medir un espectro
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IR. La luz infrarroja va de la fuente luminosa a un separador de haces, por lo regular hecho de
KBr pulido, colocado a un angulo de 45°. Parte del haz pasa a través del separador de haces y
parte se refleja a un &ngulo recto. El haz reflejado pega en un espejo estacionario, mientras que
el haz transmitido pega en un espejo que se mueve a una velocidad constante. Los haces
regresan de los espejos para volver a combinarse en el separador de haces. El haz del espejo
mévil ha recorrido una distancia distinta a la del haz del espejo fijo, y los dos haces se combinan
para crear un patrén de interferencia llamado interferograma, el cual contiene de manera
simultanea todas las frecuencias, pasa a través del compartimiento de la muestra para alcanzar
el detector. El interferograma mostrado tiene toda la informacion contenida en el espectro
mostrado en la mitad inferior. Se dice que este interferograma esta en el dominio del tiempo, que
corresponde a la energia observada por el detector a medida que el espejo se mueve a través de
la sefial. Un algoritmo de computo estandar llamado transformada de Fourier convierte el dominio
del tiempo al espectro en el dominio de la frecuencia que permite observar la intensidad de la

absorcion como una funcién de la frecuencia o longitud de onda (figura 7), (Wade 2012).
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Figura 7. Secuencia de la medicion de una muestra en IR. Modificado de UHV 2015.

Los espectros de FTIR nos pueden brindar informacion sobre la composicion quimica y estructura
conformacional de las proteinas, asi como los cambios que puedan presentar al someterse al

calor o a una glicacion (Gomez-Guillén y col., 2010)
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Reaccion de Maillard

Esta reaccion, conocida también como reaccion de oscurecimiento de Maillard u oscurecimiento
no enzimatico, designa un grupo muy complejo de transformaciones que traen consigo la
produccion de multiples compuestos que afectan el sabor, el aroma y el valor nutritivo de los
productos involucrados (Badui, 2006). La reaccion, fue descrita cuando en 1912, el cientifico
francés Louis-Camille Maillard (1878-1936) publicé un documento donde describia la reaccion
entre aminodcidos y azlcares reductores que durante el calentamiento resultaron en un

oscurecimiento en la mezcla de reaccion (Maillard 1912).

La reaccién de Maillard es increiblemente compleja, pero puede ser resumida en

varias etapas de acuerdo con Hodge 1953, como se muestra en la figura 8.

I.  Etapa inicial: Productos sin color y sin absorcion en el ultravioleta (alrededor de 280 nm).
Reaccion A: Condensacion azucar-amina.
Reaccion B: Re arreglo de Amadori.

[l.  Etapa intermedia: Productos coloridos o amarillos con alta absorcion en el ultravioleta.
Reaccion C: Deshidratacién de azucar.
Reaccion D: Fragmentacion de azucar.
Reaccion E: Degradacion de aminoacidos (degradacion de Strecker).

[ll.  Etapa final: Productos altamente coloridos.
Reaccion F: Condensacion aldodlica.
Reaccion G: Condensacién aldehido-amina y formacion de compuestos heterociclicos

nitrogenados.
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Figura 8. Reaccion de Maillard de acuerdo con Hodge 1953. Modificado de Caballero y col.,
2016; Nursten 2005.

Es generalmente aceptado que la RM engloba una serie de reacciones complejas
interrelacionadas, que pueden ocurrir simultdneamente. Sin embargo, con el fin de simplificar,
estas reacciones pueden ser divididas en tres etapas denominadas “inicial”’, “avanzada” y “final”
(Corzo Marta, 2010).

Etapas Iniciales: Glicosilacion No Enzimética o Glicacion

Es la etapa mejor caracterizada de la RM. En esta etapa se produce la unién covalente entre una
amina primaria proveniente de un aminoacido, péptido o proteina y un grupo carbonilo,
generalmente un aldehido o cetona, el cual procede normalmente de un azucar reductor, aunque
también puede proceder de la degradacion del 4cido ascorbico o de productos formados durante
la oxidacion lipidica (Chuyen, 1998). El producto de condensacion formado pierde una molécula

de agua para generar un enlace tipo imina “base de Schiff’, que, por ciclacion, se transforma en
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la correspondiente glicosilamina N-sustituida, la cual es muy inestable y experimenta un

reordenamiento irreversible, denominado reordenamiento de Amadori o de Heyns (Amadori,

1929; Heyns, 1953), dependiendo de si el carbohidrato de partida es una aldosa (D-glucosa) o

una cetosa (D-fructosa), respectivamente, para dar lugar al correspondiente compuesto de

Amadori (1-amino-1-desoxi-2-cetosa) (Figura 9), o de Heyns (2-amino-2-desoxi-aldosa), el cual

es el primer producto estable de la reaccion (Ames, 1992).
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Figura 9. Primera etapa de la RM, formacién del compuesto de Amadori. (Nursten, 2005)
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Etapas Avanzadas: Formacion de Compuestos Dicarbonilos y AGEs

Durante esta etapa se produce la fragmentacién de azucares y la degradacién de aminoacidos
(degradacion de Strecker). El compuesto de Amadori/Heyns, a pesar de ser bastante estable en
alimentos con baja actividad de agua, puede experimentar varias reacciones irreversibles de
degradacién, que conducen a la formacién de una gran cantidad de compuestos intermedios de
reaccién pobremente caracterizados, muchos de ellos con un aroma y sabor tipicos (Ledl y
Schleicher, 1990). En funcion del pH, se pueden distinguir dos vias principales de degradacién
(Figura 10), (Hodge, 1953).

R -
HN N 0~ ~F
pH acido
5-hidraximetiffurfural (HMF)
0—

OH

nOH pH alcalino Furanonas

C-metil-reductonas

OH alfa-dicarbonilos

1-Amino-2-desoxi-2-cetosa N-sustituida

(Compuesto de Amadori)

Figura 10. Vias principales de degradacion del compuesto de Amadori durante las etapas
avanzadas de la reaccion de Maillard (de acuerdo con Hodge, 1953). (Corzo Marta, 2010).

Adicionalmente, debido a su elevada reactividad con los grupos amino libres, los
compuestos dicarbonilos pueden reaccionar tanto con los residuos de lisina o arginina de las
proteinas, asi como con intermediarios de los compuestos de Amadori/Heyns, dando lugar a la
formacion de derivados aminoacidicos, denominados “productos finales de las etapas avanzadas
de la glicacion” (“advanced glycation endproducts”, AGEs) (Van Nguyen, 2006), los cuales se
suelen caracterizar por presentar fluorescencia. Entre los diferentes AGEs fluorescentes que se

pueden formar en los alimentos destaca la “N-E-carboximetil-lisina” (CML), la cual resulta de la
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degradacion oxidativa de los compuestos de Amadori/Heyns formados entre la lisina y una
aldosa/cetosa y es utilizada como indicador de la formacion de AGEs en alimentos (Ames, 2008).
Otros AGEs producidos de esa degradacién y que se han encontrado en alimentos como la leche
y el pan son pirralina, pronillisina, GODIC y pentosidina, véase figura 11 (Henle, 2005).
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Figura 11. Estructuras propuestas para algunos de los AGEs formados durante las etapas

avanzadas de la reaccién de Maillard. (Henle, 2005; Oliver y col., 2006).

Etapas Finales: Formacién de Melanoidinas

Las etapas finales de la RM engloban una serie de reacciones de ciclacién, deshidratacion,
retroaldolizacion, reordenamiento, isomerizacién y condensacion de los productos iniciales de la
reaccion, que dan lugar a oligémeros y polimeros nitrogenados de alto peso molecular, altamente
coloreados e insolubles en agua, llamados melanoidinas (Friedman, 1996). Debido a su dificil
aislamiento y elevada complejidad, la estructura de las melanoidinas todavia es objeto de estudio.
Hasta la fecha, se han propuesto 3 estructuras posibles para las melanoidinas: (i) son sustancias
coloreadas de alto peso molecular, formadas durante las etapas avanzadas de la reaccion, las
cuales se entrecruzan con grupos amino libres de las proteinas (Arg, Lys), dando lugar a

estructuras coloreadas de elevado peso molecular (Hofmann, 1998); (i) son estructuras
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macromoleculares constituidas por unidades repetidas de furanos y/o pirroles, unidas a través de
reacciones de policondensacion (Tressl y col., 1998); (iii) el esqueleto de las melanoidinas esta
constituido principalmente por productos de degradacion de los azucares (grupos aldehido),
formados durante las etapas iniciales de la RM, polimerizados y unidos por compuestos amino
(Cammerer y col., 2002).

Pardmetros que Afectan la Reaccion de Maillard

Actividad de agua (aw). Actividades de agua entre 0.2 y 0.3 se consideran idéneas para
el almacenamiento de alimentos desecados ya que, en estas condiciones, el agua se encuentra
fuertemente ligada y no disponible, por lo que la reacciéon de Maillard es minima (Kato y col.,
1990).

Condicién de pH. A pH alcalino se incrementa la velocidad y alcanza un maximo a pH
10; sin embargo, hay que recordar que existen muy pocos alimentos que tengan pH > 7 en forma
natural (como el huevo). Por lo contrario, el mecanismo se inhibe en condiciones muy &cidas, que

normalmente no se encuentran en los alimentos (Badui 2006).

Temperatura. Las temperaturas elevadas también la aceleran, pero debido a que su
energia de activacion es baja, se observa de igual manera hasta en condiciones de refrigeracion.
En términos generales, la Ea es del orden de 16 a 30 kcal/mol, y el valor de su coeficiente de
temperatura, Q10 (en el intervalo de 0 a 70 °C), es de dos a tres; es decir, por cada 10 °C de
aumento, la velocidad se incrementa entre dos y tres veces (Badui 2006). El incremento tanto en
la temperatura como en el tiempo de almacenamiento favorece de forma exponencial el

pardeamiento no enzimatico (Ryu y col., 2003).

Tipo de carbohidrato. Se ha descrito que la reactividad de los azucares reductores
disminuye con el peso molecular (Nacka y col., 1998). A su vez, la reactividad de los
monosacéridos depende de varios factores (Baisier, 1992), incluyendo: proporcién de azucar
existente en forma aciclica o abierta (forma reactiva) en disolucién acuosa, presencia de grupos

cargados en la molécula de azucar (por ejemplo, grupos fosfato) y electrofilicidad del grupo
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carbonilo. De acuerdo con esto, en general, es aceptado que las aldosas (como la glucosa y la
galactosa) son intrinsecamente mas reactivas que las cetosas (como la fructosa y la tagatosa),
sin embargo, en la bibliografia se encuentran datos aparentemente contradictorios sobre las
reactividades de la glucosa y la fructosa (Yeboah y col., 2001). Adema4s, se ha descrito que las
cetosas podrian dar lugar a un mayor entrecruzamiento y agregacion proteica que las aldosas
durante las etapas avanzadas de la RM (Suny col., 2006).

Naturaleza y concentracion de los reactantes. En cuanto a la reactividad de los
aminoacidos, los mas reactivos son los “grupos €-NH- libres” de la lisina, asi como el “grupo a-
NH.” situado en el extremo amino terminal. Por tanto, un mayor contenido en residuos de lisina
podria conllevar un mayor grado de glicacion de la proteina. El grupo imidazol de la histidina, el
grupo indol del triptéfano y el grupo guanidino de los residuos de arginina también son

susceptibles de reaccionar con azlcares reductores, pero en menor medida (Oliver y col., 2006).

Generalidades de la Enzima Convertidor de Angiotensina (ECA)

La enzima convertidora de angiotensina (EC 3.4.15.1) es una dipeptidilcarboxipeptidasa, lo que
significa que elimina los dipéptidos de los extremos carboxilo de sus sustratos. También es una
metalopeptidasa de zinc activada por iones cloruro y tiene una amplia especificidad de sustrato
in vitro. La enzima se distribuye ampliamente en mamiferos y parece ser similar en conejo, perro,
rata, cerdo y al ser humano y estar presente en un gran nimero de tejidos incluyendo pulmén,
rifién, plasma, cerebro, y en el revestimiento endotelial del sistema vascular (Guan-Hong y col.,
2004; Wyvratt y Patchett, 1985). Las formas mas abundantes tienen pesos moleculares en el
intervalo 130-140 kDa, de los cuales aproximadamente el 25% es carbohidrato en peso y por lo
tanto es considerada una glicoproteina (El-Dorry y col., 1982). La ECA consta de un sitio activo
dividido en tres subunidades o subsitios: S1, S’1 y S’2 (Wyvratt y Patchett, 1985).

30



Sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona

El aparato yuxtaglomerular es la region de cada nefrona donde la arteriola aferente entra en
contacto con la ultima porcién de la rama ascendente gruesa del asa de Henle, este aparato es
esencial para la regulacion de la presion arterial debido a que las células granulares del interior
de la arteriola aferente secretan la enzima renina a la sangre; esta enzima cataliza la conversion
del angiotensindgeno (una proteina) en angiotensina | (un polipéptido de diez aminoacidos) (Fox
Stuart, 2011).

La secrecién de renina en la sangre resulta entonces en la formacién de angiotensina I, la
cual es convertida en angiotensina Il (un octapéptido con alto poder vasoconstrictor) por la enzima
convertidora de angiotensina (Scow y col. 2008). Tal conversion ocurre de manera primaria a
medida que la sangre pasa a través de los capilares pulmonares, donde esta presente la mayor
parte de la ECA. La angiotensina Il, estimula la corteza suprarrenal para que secrete aldosterona;
por tanto, la secrecion de renina desde las células granulares del aparato yuxtaglomerular inicia

el sistema renina-angiotensina-aldosterona (Figura 12), (Fox Stuart, 2011).

La importancia clinica del bloqueo del sistema renina-angiotensina-aldosterona debido a
la inhibicién de la ECA, se ha esclarecido durante los ultimos afios, lo que ha generado que los
inhibidores de la ECA sean considerados como terapia de primera linea contra la hipertension
arterial (Aleixandre y col., 2008).
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Figura 12. Esquema general del sistema renina-angiotensina-aldosterona. (MedicinABC, 2012)

Inhibidores de la ECA

Un inhibidor de la ECA eficaz debe ser disefiado para ocupar sitios obligatorios de union a la
angiotensina |, con un alto grado de especificidad y afinidad intensificada. Existen farmacos
comerciales como el captopril, enalapril, enalaprilato (forma activa de enalapril) y lisinopril (Figura
13) capaces de inhibir la ECA y por lo tanto disminuir los niveles de la presion arterial (Raia y col.,
1990). Por otro lado, se han estudiado péptidos de origen natural que son capaces de inhibir la
ECA, ademas de péptidos/proteinas modificados via reaccion de Maillard para otorgarles dicha

inhibicion (Guan-Hong y col., 2004; Hong y col., 2014).

32



HS o O
P
D

Captopril
3
//
CH,
‘NH
FTL
HO @]

Enalaprilato (forma activa de enalapril)

//
CH3 //\
HaC-_-O --,,,,NHH/N
0 0
HO 0]
Enalapril
NH->
HO 0]

NH
o =

Lisinopril

Figura 13. Estructura quimica de farmacos comerciales inhibidores de ECA. (Raia y col., 1990).

33



METODOLOGIA

El presente trabajo es parte de un proyecto que se llevé a cabo en el Laboratorio de Biotecnologia
y Trazabilidad Molecular de los Alimentos del Departamento de Biotecnologia en Ciencias
Alimentarias dentro del Instituto Tecnoldgico de Sonora (ITSON).

Todos los reactivos que se utilizaron para la preparacion de las muestras y desarrollo del
analisis fueron adquiridos de Sigma (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). Los tentaculos de
calamar gigante (Dosidicus gigas) fueron obtenidos de un mercado local y de inmediato se
procesaron para la extraccion. Para la extraccion y glicacién de proteinas se utilizé Hidréxido de
Sodio (NaOH), Acido Acético (CHsCOOH), Pepsina, Dextrano 10 kDa producido por Leuconostoc
spp. y Glucosa.

Para la cuantificacion de proteinas se utilizé6 Azul de Coomassie G-250 (Ci7H49N3NaO-S,),
Albimina de Suero Bovino (BSA), Etanol (C.HesO) y Acido Fosférico (HsPO.). Mientras para la
electroforesis se utilizo: Acrilamida (CsHsNO), N,N’-bismetilenacrilamida (C7H10N20O2), TEMED (N,
N, N', N'-tetrametiletilendiamina, CsH1sN2), Persulfato de Amonio ((NH4).S20s), Dodecil Sulfato de
Sodio SDS (NaCi2H25S04), Tris (HOCH2)sCNH>), Acido Clorhidrico (HCI), Azul de Coomassie R-
250 (C47H49N3sNaO-S;), Metanol (CH40), Acido Acético (CHsCOOH), Glicina (C2HsNO,), Glicerol
(CsHsO03), B-mercaptoetanol (C2HsOS), Azul de Bromofenol (CisH10BrsOsS). Para el porcentaje
de glicacién se utilizé o-ftalaldehido (CsHsO2), B-mercaptoetanol (C,HsOS), Borato de Sodio
(NazB40O7), Metanol (CH40), SDS (NaCi2H25S0.). Por ultimo, para la inhibicion de la ECA se utilizé
ECA (0.1 U/mL), Enalapril (C20H2sN20s), Hippuril-Histidil-Leucina (C21H27NsOs), Borato de Sodio
(Na2B40-), Cloruro de Sodio (NaCl), Acido Clorhidrico (HCI), Acetato de Etilo (CsHsO.) y Agua
Ultrapura (MilliQ ®).

Extraccion de Proteinas del Tejido Conectivo de Calamar Gigante

La obtencion de proteinas de tejido conectivo de calamar gigante se desarrollé de acuerdo con
Ando M., y col. (2006) y Torres-Arreola y col. (2008). Todo el proceso de extraccion de proteinas
se llevé a cabo a una temperatura de entre 5y 8 °C, donde 200 g de tenticulos de calamar
gigante fueron troceados y lavados con agua desionizada fria, posteriormente homogenizados

en NaOH 0.1 M y fueron colocados en reposo por 24 h. Después, al homogenizado anterior se le
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realizé una centrifugacion (en una centrifuga refrigerada Hermle/Labnet Z 383 K, a 4 °C) a 4500
rpm durante 40 min y se decanto el sobrenadante, el precipitado fue nuevamente centrifugado a
4500 rpm durante 40 min con agua desionizada (1:3 p/v), esto con la finalidad de remover las
proteinas miofibrilares, proteinas sarcoplasmaéticas, evitar efectos de proteasas endégenasy para
eliminar el hidréxido de sodio remanente, por lo que se realizaron tres lavados consecutivos.
Subsiguientemente se dejé en reposo 24 h con pepsina (10 mg/g de tejido conectivo en &cido
acético 0.5 M) y se centrifugd a 4500 rpm durante 40 min y el precipitado final, fue considerado
como proteinas insolubles y el sobrenadante como proteinas solubles en acido y pepsina. Las
proteinas procedentes de la extraccion con pepsina se dializaron frente a acido acético 0.05 M
con una membrana de celulosa de 12-14 kDa y realizando cambios de agua desionizada cada
12 horas.

Cuantificacién de Proteinas

La concentracion de proteina del extracto proteico soluble en pepsina de tentaculo de calamar
gigante se evalu6 por el método de Bradford (1976) utilizando albumina de suero bovino (1
mg/mL) como estandar y una solucién de trabajo de Bradford (33 % de etanol al 95 %, 67 % de
acido fosforico al 85 % y 0.12 % m/v azul de Coomassie G-250), y se analiz6 en un
espectrofotébmetro UV/VIS Multiskan GO, Thermo Scientific a una longitud de onda de 595 nm.

Glicacién de Proteinas de Tejido Conectivo de Calamar Gigante Via RM

Una vez cuantificada la concentracién de proteinas de tejido conectivo de calamar gigante, se
procedié a desarollar la glicacién via RM, donde se utilizaron dos carbohidratos: Glucosa y
Dextrano en condiciones controladas de pH (4.2), temperatura (50 °C) y tiempo de incubacién (6
h). Se utilizé la metodologia propuesta por Chen y col., (2013) con algunas modificaciones. Se
adicion6 el carbohidrato a la solucién de proteinas de tejido conectivo de calamar y se
homogenizaron con un agitador magnético a temperatura ambiente (25 °C) durante 1 h para
disolver completamente la mezcla, seguido de una agitacion suave durante 12 h a 4 °C para
asegurar la completa hidratacion de las macromoléculas, y posteriormente se depositaron en
tubos de vidrio de 5 mL con la relacion proteina:carbohidrato 1:3 (m/m), es decir por cada mg de

proteina se utilizaron 3 mg de carbohidrato.

35



Por dltimo, se calentaron en una estufa de precisién, a las condiciones antes
mencionadas, con el fin de obtener productos con un grado de glicacion. Pasado el tiempo de
formacion de la RM las muestras se llevaron a un bafio de agua con hielo para detener la reaccion.

Los experimentos se llevaron a cabo por triplicado.

Caracterizacion Parcial de las Proteinas Glicosiladas via RM

Electroforesis en Gel de Poliacrilamida (SDS-PAGE)

Se utilizaron geles de poliacrilamida al 7.5 % (SDS-PAGE) siguiendo el método descrito por
Laemmli (1970), en los cuales se inyectaron 10 pL de muestra con en una camara de
electroforesis (Biorad Mini-PROTEAN Tetra System) conectada a una fuente de poder a 110 V
durante 130 min. Los geles fueron tefiidos con azul de Coomasie R-250 y destefiidos con una
soluciéon de metanol: agua: acido acético (5:4:1, v/vlv). Las bandas proteicas separadas se
identificaron por comparacion con el estandar de marcador molecular de amplio rango Sigma
S8445 (Miosina de corazon de puerco (200 kDa), B-galactosidasa de E. coli (116 kDa), Fosforilasa
b de musculo de conejo (97 kDa), Albumina de suero bovino (66 kDa), Glutdmica deshidrogenasa
de higado bovino (55 kDa), Ovalbumina de huevo de gallina (45 kDa), Gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa de musculo de ratén (36 kDa), Anhidrasa carbdnica de eritrocitos bovinos (29
kDa), Tripsinégeno de pancreas bovino (24 kDa), Tripsina inhibidor de soya (20 kDa), o-
lactalbimina de leche bovina (14.2 kDa) y Aprotinina de pulmén bovino (6.5 kDa)). Las imagenes
fueron obtenidas mediante un fotodocumentador (MiniBIS Pro, Bio-Imaging Systems).

Porcentaje de Glicacién (OPA)

Una forma de medir la glicacion de las proteinas via RM es determinar si existen 0 no grupos
aminos libres en las moléculas proteicas, en este ensayo espectrofotométrico el o-ftalaldehido
reacciona con aminas primarias en conjunto con 3-mercaptoetanol para producir un compuesto
gue genera fluorescencia, por lo que a mayor absorbancia es mayor la presencia de grupos

aminos (Lee y Drescher, 1979), este método fue utilizado para medir dicho porcentaje de glicacion
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de los glicoconjugados. Se utilizd la metodologia de Church y col.,, 1982, con algunas
modificaciones. Se mezclaron 25 L de los glicoconjugados con 0.5 mL de reactivo OPA (20 mg
de o-ftalaldehido disuelto en 0.5 mL de metanol, 12.5 mL de buffer de borato de sodio 0.1 M pH
9.85, 1.25 mL de SDS al 20 % en volumen final de 25 mL), posteriormente se mezclaron a
temperatura ambiente y se dejaron en reposo por 2 min, su absorbancia fue leida a 340 nm en
un espectrofotometro UV/VIS Multiskan GO, Thermo Scientific, utilizando una placa tipo ELISA
NUNC F-bottom 96. Para medir el porcentaje de glicacion de los glicoconjugados se utilizo la

siguiente férmula:

L Ao — Am
% Glicacion = P x 100

Donde Ao es la absorbancia del blanco (extracto proteico sin carbohidrato calentado a 50 °C

durante 6 h) y Am es la absorbancia de la muestra.

Espectroscopia de Infrarrojo Utilizando Transformada de Fourier (FT-IR)

El extracto proteico, asi como los glicoconjugados fueron liofilizados para este estudio. Se utilizo
la metodologia de Gomez-Guillén y col., (2010). Para dicho andlisis, se utilizd un espectroscopio
(NICOLET iS50 FT-IR de Thermo Scientific) equipado con ATR. Las muestras fueron leidas a
temperatura ambiente y aproximadamente 25 mg de cada liofilizado fueron colocados en una
superficie de cristal ATR y se presionaron con émbolo de punta plana. Los espectros se
registraron en un rango espectral de 4000 a 500 cm™y con una resolucién espectral de 4 cm?y

con un total de 64 escaneos.

Evaluacioén de las Etapas Intermedias y Finales de la RM

La formacién de los compuestos AGEs y poliméricos pardos, caracteristicos de las etapas
intermedias y finales de la RM, se evalué al medir su absorbancia a 294 nm y 420 nm

respectivamente, usando un espectrofotometro UV/VIS Multiskan GO, Thermo Scientific

siguiendo la metodologia de Corzo M. y col., 2008.
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Espectro UV-Visible

Se realizdé un barrido espectral de 200 a 600 nm a todas las muestras (extracto proteico,
glicoconjugados de dextrano y glucosa, asi como sus tiempos 0) utilizando un espectrofotémetro
UV/VIS Multiskan GO, Thermo Scientific

Actividad Inhibidora de la Enzima Convertidora de Angiotensina (ECA)

La actividad inhibidora de la ECA a partir de los glicoconjugados se determind
espectrofotométricamente siguiendo la metodologia de Cushman y Cheung (1971), y modificado
de Gonzalez-Cordova y col., (2011). Se preparé una disolucion de buffer sustrato que contenia 5
mM de Hipuril-L-Histidina-L-Leucina (Hip-His-Leu), en tampdn de borato de sodio 100 mM y
cloruro de sodio 300 mM, ajustado a pH 8 a 37 °C. La ECA fue de 0.1 U/mL (Sigma-Aldrich). Se
prepararon cuatro tubos conicos eppendorf con las siguientes caracteristicas: A = 10 uL de buffer
sustrato + 4 pL de agua desionizada + 2 uL de ECA; B = 10 uL de buffer sustrato + 2 uL de agua
desionizada + 4 pL del inhibidor (glicoconjugados); C = 10 pL de buffer sustrato + 4 pL del
inhibidor (glicoconjugados) + 2 pL de ECA; D = 10 pL de buffer sustrato + 6 pL de agua
desionizada. Todas las muestras fueron incubadas a 37 °C (en una incubadora Hera Therm de
Thermo Scientific) durante 35 minutos. La reaccién fue detenida afiadiendo 25 puL de HCI 1 My
formar acido hipurico. Después, acetato de etilo (100 uL) fue afiadido a cada muestra para la
extraccion de acido hiparico (producto de la reaccion enzimatica). Las muestras fueron agitadas
vigorosamente durante 20 s y centrifugados a 1300 x g por 10 minutos. Posteriormente, una
alicuota de 75 pL fueron tomados de la fase organica (sobrenadante) y fueron evaporados en un
termoblock (Thomas Scientific) a 75 °C por 15 min. El precipitado fue suspendido en 100 pL de
agua desionizada y agitado vigorosamente. Por Gltimo, se colocaron 2 uL de cada muestra en
una placa pDrop Plate Thermo Scientific y la absorbancia fue medida a 228 nm en un

espectrofotémetro UV/VIS Multiskan GO, Thermo Scientific.

La inhibicion de la ECA fue calculada de acuerdo con la siguiente formula:

C—-B

Actividad inhibidora de la ECA (%) = [1 ~ 7 D] x 100
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Se realizaron diluciones de los glicoconjugados, asi como del extracto proteico calentado
y sin calentar, y de los tiempos 0 para inhibir la enzima convertidora de angiotensina. Se utilizaron
dos concentraciones: 0.1 mg/mL y 0.05 mg/mL Para validar la metodologia modificada se utilizo
un control positivo comercial llamado enalapril (inhibidor de la enzima), el cual fue hidrolizado a

enalaprilato para tener mayor sensibilidad.

Para la hidrolisis del enalapril a enalaprilato, se utilizé la metodologia propuesta por
Vermeirssen y col., (2002) con algunas modificaciones. Se afiadieron 400 pL de NaOH 1 M a 1
mL de una solucién de enalapril 10° M y se homigenizaron en agitacién constante durante toda
la noche a temperatura ambiente. Después, el pH fue ajustado a 8 con HCI 1 M y la solucién fue
aforada a 2 mL con agua desionizada. Asumiendo que la hidrélisis fue completada, la
concentracion de enalaprilato fue de 5x10* M. Posteriormente se realizaron diluciones seriadas

para el analisis.

39



RESULTADOS Y DISCUSION

Caracterizacion Parcial de las Proteinas Glicosiladas via RM

Cuantificacién de Proteinas

La concentracion de proteinas obtenida de la extraccion de tentdculos de calamar gigante fue

aproximadamente 0.3 mg/mL de acuerdo con el método de Bradford (1976) utilizando una curva

de calibracion de albumina de suero bovino (0 — 0.5 mg/mL) que se muestra en la figura 14.
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Figura 14. Curva de calibracion de albamina de suero bovino.

Dichas proteinas, en base a la extraccidn se consideraron como solubles en pepsina. La

concentracion fue de aproximadamente 0.3 mg/mL asi que cada glicoconjugado de dextrano y

glucosa contienen una concentracion de 0.9 mg/mL de carbohidrato.
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Porcentaje de Glicacion (OPA)

El porcentaje de glicacién para los glicoconjugados producidos utilizando dextrano y glucosa fue
de 17.19y 13.06, respectivamente. Dichos porcentajes se muestran en la tabla 1.

Tabla 1. Porcentaje de glicacion de los glicoconjugados de dextrano y glucosa

Muestra Porcentaje de Glicacion
Glicoconjugado de Dextrano 17.20 £ 0.95 (5.54)?
Glicoconjugado de Glucosa 13.06 + 0.40 (3.06)°

Cifras con letras diferentes en cada tratamiento muestran diferencias estadisticamente

significativas (Duncan, p < 0.05) (n = 3). Porcentaje de glicacion £ SD (CV).

Se obtuvo mayor porcentaje de glicacién utilizando como carbohidrato dextrano en lugar
de glucosa y esto se puede atribuir a que el glicoconjugado de dextrano forma menor cantidad
de productos intermedios y la reaccién es mas lenta que con glucosa (Corzo Marta, 2010). Los
porcentajes de glicacion son menores al 20 % por lo que se le puede atribuir a que el reactivo
OPA no reacciona con aminas secundarias como las que estan presentes en los aminoacidos
prolina e hidroxiprolina (Lee y Drescher, 1979), y dichos aminoacidos forman parte de las cadenas
de colageno, las cuales pudieran estar presentes en el extracto proteico con el cual se realizé
este analisis (Ezquerra-Brauer y col., 2012; Torres-Arreola y col., 2008). De acuerdo con estudios
realizados por Xiaoyun y col., 2005, encontraron un porcentaje de glicacion de alrededor del 13
% utilizando caseina con dextrano 1:8 a 60 °C y 6 h. Por otro lado, Corzo Marta, 2010, report6 un
porcentaje de glicacion del 15 % utilizando B-lactoglobulina con galactosa y tagatosa calentada a
50 °C durante 24 h. Ademas, Sun y col.,, 2006, reportaron 40 % de glicacion utilizando
ovoalbumina con glucosa 1:1 a 55 °C durante 2 dias; Chunlin y col., 2014, glicaron ¢-polilisina
con dextrano 1:15 a 110 °C por 60 min y obtuvieron un porcentaje de glicacion del 10.5 %. Sin
embargo, se debe enfatizar que los autores mencionados trabajaron con proteinas y
carbohidratos de distinta naturaleza, pero obtuvieron algunos resultados similares a las

condiciones utilizadas en este estudio.
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Electroforesis en Gel de Poliacrilamida (SDS-PAGE)

Los glicoconjugados formados a partir de dextrano y glucosa, asi como el extracto proteico
soluble en pepsina se visualizan en la figura 15, en un gel de poliacrilamida al 7.5 %. Los
glicoconjugados presentan dos bandas entre los 45 y 55 kDa. A diferencia del extracto proteico
gue presenta tres bandas entre los 116 y 200 kDa, y una banda mayor a 200 kDa, ademas de
una banda de aproximadamente a los 116 kDa, dos bandas debajo de los 66 kDa, dos bandas
por encima de los 55 kDa y debajo de los 66 kDa, y dos bandas por debajo de los 45 kDa y

superiores a los 36 kDa (como se visualiza en las flechas de la figura 15).

200 kDa -»

116 kDa ->»

97 kDa -=

66 kDa ->»

55 kDa ->»

45 kDa -»

36 kDa ->»

MPM A B C D E F

Figura 15. Electroforesis en gel de poliacrilamida al 7.5 % de los glicoconjugados, tiempos 0 y
extracto proteico. MPM: marcador de peso molecular, A: Extracto proteico, B: Extracto proteico
con dextrano sin calentar, C: Extracto proteico con glucosa sin calentar; D: Extracto proteico
calentado 6 h; E: Glicoconjuados de dextrano; F: Glicoconjugados de glucosa.
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Es reportado por diversos autores que el coldgeno esta constituido por tres cadenas
polipeptidicas (a) cercanas a los 100 kDa (Badii y Howell, 2003; Ezquerra-Brauer y col., 2012),
sin embargo, el colageno soluble en pepsina extraido de tentaculos de calamar gigante muestra
tres bandas entre los 116-200 kDa y ademas, una banda superior a los 200 kDa (Figura 15,
carriles A, B y C), lo cual concuerda con lo obtenido por Torres-Arreola y col., 2008, donde
encontraron el mismo patrén de bandas y en la misma zona anatomica. Reportaron que la
electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes con SDS, que dos de
estas cadenas a pueden estar unidas entre si por medio de entrecruzamientos intramoleculares
para formar lo que se conoce como una cadena (. Por otra parte, el uso de pepsina radica
principalmente en la habilidad de degradar aquellas porciones de moléculas de colageno a partir
de las cuales se originan los entrecruzamientos, por lo que se obtuvo una fraccién de colageno
soluble en pepsina que es superior en peso molecular a otros tipos de colageno (Torres-Arreola
y col., 2008). Del mismo modo, Fu y col., 2013, encontraron dos cadenas a y una cadena 3 en
colageno soluble en pepsina de D. gigas con pesos moleculares de entre 97 kDa y 200 kDa. Por
otra parte, las bandas cercanas a los 97 kDa se le puede atribuir a paramiosina (Dublan-Garcia,
2006), las bandas por encima de los 55 kDa se les puede atribuir a elastina (Osuna-amarillas y
col., 2015), por ultimo, la banda superior a 36 kDa e inferior a 45 kDa puede corresponder a
tropomiosina (Nakamura y col., 2005). El colageno, asi como elastina son proteinas del tejido
conectivo, sin embargo, la atribucion a las otras proteinas, las cuales son miofibrilares y
sarcoplasmaticas es debido a una infiltracién de ellas durante la extraccién. Todavia cabe sefalar
gue en los carriles D, E y F, de la figura 15, corresponde al extracto proteico calentado y a los
glicoconjugados producidos con dextrano y glucosa, respectivamente, es evidente que no se
visualizan las mismas bandas comparadas con los carriles A, By C, a excepcion de dos bandas
superiores a los 45 kDa, por lo que se pudiera deber a que dichas proteinas sufrieron una
hidrdlisis y por ello, no presentan el mismo patrén de bandas (véase carril D de la figura 15). En
los carriles D, E y F, de la figura 15, las bandas que pudieran corresponder a colageno, elastina
y tropomiosina no se visualizan en comparacion con el carril A (extracto proteico, figura 15), por
lo que solamente se observan dos bandas cercanas a los 45 kDa, de las cuales una de ellas
pudiera considerar tropomiosina. También se debe mencionar de la razén que en los carriles D,
E y F no se visualicen las bandas proteicas es que pudiera ser debido a un problema de tincion
y resolucion. Se ha mencionado en la literatura que el colorante de tincidn para proteinas Azul de
Coomassie R-250, no tifie totalmente las proteinas que fueron glicosiladas, de manera que se
recomienda utilizar una tincion que utilice &cido peryddico de Schiff que oxida los carbohidratos

unidos a las proteinas a grupos aldehidos, los cuales se detectan a través de la formacién de
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enlaces basados en Schiff con un reactivo que produce bandas magentas (Ray y col., 2013;
Pierce Glycoprotein Staining Kit, Thermo Scientific). Sin embargo, las bandas de los
glicoconjugados aproximadamente a los 45 kDa qué si se lograron tefiir, presentan un ligero
aumento con respecto a al extracto proteico calentado, lo que quiere decir que aumentd muy poco

el peso molecular y eso es confirmado con el porcentaje de glicacion reportado.

Espectroscopia de Infrarrojo Utilizando Transformada de Fourier (FTIR)

Los espectros tipicos de FTIR del extracto proteico soluble en pepsina de D. gigas, asi como de
los glicoconjugados de dextrano y glucosa, se muestran en las figuras 16, 17 y 18
respectivamente. La comparacién de espectros tipicos de FTIR entre proteinas solubles en

pepsina de D. giggas y sus glicoconjugados, se muestran en la figura 19.
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Figura 16. Espectro tipico de FTIR de proteinas solubles en pepsina de D. gigas.
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Figura 19. Comparacién de espectros tipicos de FTIR entre proteinas solubles en pepsina de D.
giggas y sus glicoconjugados. Proteinas solubles en pepsina de D. gigas (A), glicoconjugado de
dextrano (B) y glicoconjugado de glucosa (C).

El extracto proteico, asi como los glicoconjugados presentan una banda de entre 3280 —
3269 cm? (amida A), que es caracteristico del estiramiento de las vibraciones de grupos OH y
NH, como lo reportaron Gémez-Guillén y col., 2010. La amida B mostré dos bandas entre 2923 —
2917 y 2850 cm, los cuales son es atribuidos al estiramiento CH; del esqueleto de las proteinas
(Arrondo & Goiii, 1999). Ambas muestras mencionadas presentan dos bandas de 2361 — 2355
cm-1y 2164 — 2140 cm?, que son atribuidos al estiramiento CH y grupos SH en las moléculas
proteicas, respectivamente (Tolano-Villaverde, y col., 2016). La vibracién de la amida I, se
visualiza entre 1640 — 1636 cm?, la cual se atribuye al enlace carbonilo C=0 de las amidas
provenientes de proteinas. La vibracion de la amida Il, se visualiza entre 1540 — 1541 cm, dicho
estiramiento se debe al enlace N-H y C-H del enlace amida de las proteinas (Moreno y col., 2012).
Por Ultimo, el enlace llamada amida Il se visualiza entre 1239 — 1233 cm, es atribuido a un
sistema complejo residuales de CH- de los aminoacidos glicina y prolina del colageno (Uriarte-
Montoya y col., 2011). El espectro del extracto proteico coincide con el reportado por Fu y col.,

2013, el cual también es de proteinas solubles en pepsina.
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Entre el extracto proteico y los glicoconjugados (véase figura 19) se visualiza una
diferencia significativa en la amida A (3269 — 3280), dichas bandas en los glicoconjugados se
ensanchan en comparacion con el extracto proteico y esto es debido a una mayor presencia de
enlaces OH proveniente de los carbohidratos y las interacciones de enlaces de hidrogeno que
estos confieren. Por otra parte, también hay diferencia en la banda de 1058 — 1022 cm™?, el cual
es atribuido a los enlaces C-O y C-O-C de los carbohidratos (Ramirez-Guerra y col., 2015), por
lo cual esa banda se visualiza de mayor tamafo en los glicoconjugados que en el extracto
proteico, debido a los carbohidratos dextrano y glucosa. Por ultimo, el enlace amida | (1636 —
1644 cm™) presenta menos absorcién en los glicoconjugados comparado con el extracto proteico,
esto es debido a la primera etapa de la RM, donde se condensa el grupo carbonilo con aminas

primarias (Hong y col., 2014).

Medicion de Etapas Intermedias y Finales de la RM

Para la medicion de etapas intermedias y finales de la RM, las absorbancias a 294 y 420 nm de
los glicoconjugados, de los tiempos 0 (extracto proteico con carbohidrato sin calentar) y del
extracto proteico se muestran en las figuras 20 y 21, respectivamente.

En la figura 20, se muestra que el extracto proteico presenta mayor absorbancia a 294 nm
gue el resto de los sistemas tratados. Dicha absorbancia va decreciendo, obteniéndose menor
absorbancia con el glicoconjugado de glucosa. A esta longitud de onda presenta mayor
absorbancia los productos intermedios de la RM (Shuping Wu y col., 2013), por lo que el
glicoconjugado de glucosa presentd6 menos productos intermedios comparado con el
glicoconjugado de dextrano.

En la figura 21, se muestra que los glicoconjugados de dextrano y glucosa presentan
mayor absorbancia a 420 nm comparado con el extracto proteico y los tiempos 0. A esta longitud
de onda, se miden compuestos poliméricos pardos caracteristicos de las etapas finales de la RM,

por lo cual los glicoconjugados presentaron dichos compuestos (Corzo Marta, 2010).
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Figura 20. Medicion de etapas intermedias de la RM.
Letras diferentes en cada tratamiento muestra diferencias estadisticamente significativas (Duncan, p <
0.05) (n = 3).
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Figura 21. Medicién de etapas finales de la RM.
Letras diferentes en cada tratamiento muestra diferencias estadisticamente significativas (Duncan, p <
0.05) (n = 3).
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Espectro UV-Visible

El barrido espectral de las muestras se visualiza en la figura 22.

Espectro UV-Visible
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Figura 22. Espectro UV-Visible de las diferentes muestras en un intervalo de 200 — 600 nm.
El extracto proteico muestra menor absorbancia a partir de 400 nm y el glicoconjugado de

dextrano presenta mayor absorbancia a partir de 350 nm. Las demas muestras presentan mayor

absorbancia que el extracto proteico debido a que estdn homogenizadas con los carbohidratos.
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Actividad Antihipertensiva in vitro

Con el fin de validar la sensibilidad de la metodologia se realiz6 una curva de calibracion de
enalaprilato utilizando concentraciones conocidas de enalaprilto con su respecto porcentaje de
inhibicion, como se muestra en la figura 23. Debido a que las concentraciones de enalaprilato son
muy pequeiias (5x10“ — 5x10*® M) se utilizé el logaritmo de la concentraciéon en contra del
porcentaje de inhibicién. La concentracion de enalaprilato en este ensayo que inhibe el 50 % de
la actividad enzimaética (ICso) de la ECA es de 7.8 x 102° M. Por otro lado, Vermeirssen y col.,
2002, encontraron una ICso de enalaprilato de 4.96 x 10° M, que es mayor comparada con la
obtenida en este ensayo. Segun reportado en la literatura, el intervalo de la ICso del enalaprilato
esde 1x 101 -6 x10° M (Allan y col., 1987; Hiwada y col., 1990; Weisser 1991). Aunado a lo
anterior, la ICsp calculada en este ensayo se encuentra en el rango de ICso encontrado por otros
investigadores, sin embargo, la finalidad de utilizar enalaprilato como un control positivo fue como

lo mencionado anteriormente, validar la sensibilidad de la metodologia.

160

140

y =14.567x + 182.79
R2=0.9952

120

100

80

60

40

Porcentaje de Inhibicion de ECA (%)

20

-14 -12 -10 -8 -6 -4 -2 0
log (concentracion enalaprilato)

Figura 23. Curva de calibracion del logaritmo de la concentracion de enalaprilato en contra del

porcentaje de inhibicion.
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Inhibicién de la Enzima Convertidora de Angiotensina (ECA)

Los porcentajes de inhibicién de la ECA de las muestras utilizadas a concentraciones de 0.1
mg/mL y 0.05 mg/mL se visualizan en la tabla 2.

Tabla 2. Porcentajes de inhibicion de la ECA

Muestra Concentracion
0.1 mg/mL 0.05 mg/mL

Extracto Proteico 111.25+ 7.8 (7.01)? 87.35+ 3.77 (4.32)?
Extracto Proteico Calentado 122.22 + 11.07 (9.06)% 61.08 + 3.97 (5.92)°
Glicoconjugado de Dextrano 139.30 + 5.37 (3.85)° 77.91 + 4,23 (5.42)7
Tiempo 0 de Dextrano 112.08 + 3.55 (3.17)? 101.01 £ 7.74 (7.66)°
Glicoconjugado de Glucosa 134.55 + 11.50 (8.54)™ 109.58 + 3.81(3.48)°
Tiempo 0 de Glucosa 109.58 + 6.29 (5.74)? 105.83 + 3.81 (3.60)°

Cifras con letras diferentes en cada columna muestran diferencias estadisticamente significativas
(Duncan, p < 0.05) (n = 3). Porcentaje de inhibicion de la ECA + SD (CV).

Todas las muestras a una concentracion de 0.1 mg/mL que fueron evaluadas presentaron
una inhibicién de la ECA mayor al 100 % (tabla 2). Las muestras a concentracién de 0.05 mg/mL
como lo son los tiempos 0 de dextrano y glucosa, y el glicocconjugado de glucosa, inhibieron la
ECA al 100 % (tabla 2). Sin embargo, el extracto proteico crudo y calentado, asi como el
glicoconjugado de dextrano inhibieron la ECA en un 87.35 %, 61.08 % y 77.91 %,
respectivamente. La inhibiciéon de la ECA del extracto proteico y calentado se le puede atribuir a
las proteinas de menor peso molecular (figura 15), las cuales podrian tener residuos en sus
cadenas polipeptidicas que inhiban el sitio activo de la enzima, o bien, la unién enzima-sustrato.
Por otro lado, la reaccion de Maillard le confiri6 al extracto proteico (0.05 mg/mL) mayor capacidad
de inhibir la ECA para el glicoconjugado de glucosa, pero para el glicoconjugado de dextrano no
fue asi. Esto se puede atribuir a que el glicoconjugado de glucosa tiene mayor cantidad de
productos intermedios (PRM/AGES), y en comparacion del glicoconjugado de dextrano que
debido al impedimento estérico impide un mayor avance de la RM (Corzo Marta, 2010), por lo

que el glicoconjugado de glucosa presenta productos intermedios los cuales al ser de bajo peso
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molecular pudieran inhibir el sitio activo de la ECA, por otro lado, el glicoconjugado de dextrano
se le puede atribuir la inhibicién al impedimento estérico, es decir al ser muy grande las moléculas

no dejarian actuar debidamente a la enzima in vitro.

En base a la literatura, Lin y col., 2012, reportan una concentracion con la cual inhiben el
50 % de la actividad enzimética (ICso) de 0.39 mg/mL con hidrolizados de colageno de calamar
gigante; Aleman y col., 2011, reportaron una ICspentre 0.3 — 1 mg/mL en distintos hidrolizados de
colageno de calamar; Saiga y col., 2008 reportaron una ICso de 0.28 mg/mL en hidrolizados de
colageno de pollo. Estas concentraciones son mayores a las utilizadas en este andlisis (0.1 y 0.05
mg/mL), sin embargo, los autores mencionados utilizaron péptidos de una hidrélisis proteica, lo
gue significa que necesitan mas concentracion de los mismos para inhibir la ECA en un mayor
porcentaje. Por otro lado, Hong y col., 2014, utilizaron hidrolizados de caseina con xilosa 1:1 a
110 °C por 30 min y encontraron una ICsode 0.3 mg/mL; Jiang y col., 2013, utilizaron péptidos de
caseina con galactosa 1:1 a 95 °C por 1 h y a una concentracién de 30 mg/mL se inhibi6 el 50 %
de la ECA.

Sin embargo, los estudios fueron realizados con hidrolizados proteicos, los cuales se
necesitan mayores concentraciones para inhibir la ECA comparadas con las utilizadas en este
estudio. Al mismo tiempo, Hwang y col., 2012 menciona que el mecanismo de accion para la
actividad inhibidora de ECA de los productos formados en la interaccion grupo amino-
carbohidrato en la RM es desconocido. Esto probablemente se debe a que la ECA depende del
Zn#, y parte de la actividad inhibidora podria estar relacionada con la quelacién de metales por
lo que, se necesitaran mas estudios para entender el mecanismo de la inhibicién de la ECA en la

glicosilacion de proteinas.
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CONCLUSIONES

Se visualizaron proteinas de tejido conectivo de calamar mediante SDS-PAGE en el rango del

peso molecular reportado para proteinas como colageno, paramiosina, elastina y tropomiosina,

Se presentd un incremento en el peso molecular relacionado al grado de glicacion en la
zona de peso molecular correspondiente a tropomosina, sin embargo, en las otras fracciones
proteicas no se observo dicho incremento, debiéndose probablemente al tipo tincion con Azul de

Coomassie.

Se observaron disminuciones en las vibraciones de los enlaces amida A, B, |, Il y lll, de

los glicoconjugados con respecto al extracto proteico, lo cual indica que existe una glicosilacion.

Se logro6 inhibir la actividad de la enzima convertidora de angiotensina a mas del 100 %
con los glicoconjugados de dextrano y glucosa a una concentacion de 0.1 mg/mL y menores al
100 % con el glicoconjugado de dextrano a 0.05 mg/mL. Por lo que la reaccién de Maillard les
confirié a estas proteinas un mayor porcentaje de inhibicion de la ECA.

Se lograron caracterizar parcialmente las proteinas del tejido conectivo Dosidicus gigas
glicosiladas via reaccion de Maillard en cuanto al peso molecular, el porcentaje de glicacion y
algunos grupos funcionales que las constituyen, para ser consideradas en otros estudios con

fines de aplicacion en cuanto a la bioactividad o como ingredientes alimentarios.
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RECOMENDACIONES

Sugiero futuros estudios sobre la inhibicion de la ECA de manera in vivo. Si bien, las proteinas
del tejido conectivo de calamar gigante glicosiladas via reaccion de Maillard utilizadas en este
estudio lograron inhibir la ECA in vitro, un estudio in vivo demostraria con mayor jerarquia el uso
de estas proteinas glicosiladas via RM en el tratamiento de la hipertension arterial. Asi mismo,
realizar ensayos de digestion in vitro a estas proteinas, o bien, utilizar péptidos de este origen

glicosilados via RM in vitro e in vivo.

Utilizar una metodologia especifica para la identificacién de proteinas glicosiladas, como
lo es el kit Glycoprotein Staining de Thermo Scientific, el cual diferencia a las proteinas

glicosiladas de las no glicosiladas en geles de poliacrilamida.
Ademas, implementacién de otras técnicas para la caracterizacion de estas proteinas

glicosiladas como es la espectrometria de masas, difraccion de rayos X, dicroismo circular, entre

otras.
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