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RESUMEN

La diabetes mellitus tipo 2 (DM2) constituye un problema de salud publica a nivel
mundial que genera un elevado gasto publico y muerte de millones de personas
anualmente. Una de las dianas terapéuticas mas prometedoras es la inhibiciéon de
la enzima dipeptidil peptidasa IV (DPP-1V), responsable de degradar las incretinas,
hormonas intestinales secretadas tras la ingesta de comida que estimulan la
secrecion de insulina. Se han reportado péptidos bioactivos con actividad inhibidora
de la enzima DPP-IV que podrian ser utiles en el tratamiento de la DM2. Las
semillas de Lupinus mutabilis (tarwi) contienen hasta el 50% de proteinas y
constituyen una fuente potencial de péptidos inhibidores de DPP-IV. El objetivo
principal fue evaluar la actividad inhibidora sobre la enzima DPP-IV de fracciones
peptidicas de semillas de Lupinus mutabilis (tarwi) para lo cual las semillas de tarwi
fueron deslupinizadas y deslipidizadas con etanol, el concentrado proteico (CP) se
prepard por precipitacion isoeléctrica y se hidrolizé con las enzimas pepsina 0,7 FIP
(Federacion Internacional de Farmacia)- U/mg (HP), pancreatina 350 FIP- U/g
(HPP) y alcalasa 2,4 U/g proteina (HPPA138), durante 30, 60 y 138 min,
respectivamente, se determiné el Grado de Hidrolisis (GH) por el método del
ortoftaldialdehido. EI HPPA se ultrafiltré utilizando membranas de 3 y 10 kDa, en
cada caso se determiné la inhibicion de la DPP-IV usando como control la

sitagliptina.

Se logré obtener un CP conteniendo 80.17% de proteinas, el perfil electroforético
mostré bandas entre 30 a 60 kDa de peso molecular, las cuales fueron un excelente
sustrato para las enzimas pepsina, pancreatina y alcalasa, con ésta ultima al tiempo
de exposicion de 138 min se obtuvo el mayor GH (46.12 £ 2.77%). El HPPA138 fue
fraccionado en UF1, UF2 y UF3 de tamanos, > a 10, 3-10 kDa y < a 3 kDa; siendo
la UF3 la que presentdé mayor capacidad de inhibir la enzima DPP-IV con un ICso
de 0.06 + 0.00 mg/mL, por lo que podria servir como ingrediente de alimentos
funcionales para prevenir o tratar la DM2.

Palabras clave: Diabetes mellitus tipo 2, Lupinus mutabilis, hidrolizados proteicos,
inhibicion de dipeptidil peptidasa IV
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ABSTRACT

Type 2 Diabetes mellitus (T2DM), is one of the biggest health issues worldwide
because of the enormous amount of public spending and millions of deaths every
year. One of the most promising therapeutic targets is inhibiting Dipeptidyl peptidase
IV (DPP-1V), which degrades incretins, intestinal hormones released after food
intake, and estimulate insulin secretion. In that way, bioactive peptides have a
promising potential against DPP-IV, which is an important benefit to the DM2
management. Tarwi's seeds contained almost 50% of proteins so that it could be an
important source of DPP-IV inhibitors. The main aim looked for DPP-1V inhibiting
activity using peptidic fractions of Lupinus mutabilis, in that way tarwi’s seeds were
debittered and deffated with ethanol. The proteinic concentrate (CP) was obtained
by isoelectric precipitation, then digested by using comercial enzymes including
pepsin (0.7 FIP-U/mg), pancreatin (350 FIP-U/g) and alcalase (2,4 U/g) to improve
peptide’s biodisponibility for 30, 60 annd 138 min, respectively. Hydrolisis degree
was estimated by the ortho-phthalaldehyde method. HPPA was filtered through 3
and 10 kDa membranes and the DPP-IV inhibition was measured (Sitagliptin was
the positive control).

Proteic profile from Tarwi’s PC showed molecular weights between 30 and 60 kDa
and the protein yeild obtained was 80.17%. Proteins were strongly digested by
pepsin, pancreatin and alcalase, so that 138 mins of alcalase have the biggest
hydrolisis degree (46.12 + 2.77%). HPPA138 was fractionated into UF1, UF2 and
UF3 sizes, > a 10, 3-10 kDa y < a 3 kDa, respectively. The UF3 fraction was the
most active inhibitor against DPP-IV (ICso of 0.06 £ 0.00 mg/mL), so that it could be
included in functional food in order to prevent or manage T2DM.

Key words: Type 2 Diabetes mellitus, Lupinus mutabilis, peptidic fractions,
dipeptidyl peptidase 1V, HPPA138, UF3
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. INTRODUCCION

La reduccion del impacto de las enfermades crdnicas no transmisibles
(ECNT), tales como el cancer, diabetes, afecciones cardiacas y respiratorias
cronicas, es una prioridad global por ser la principal causa de muerte en el
mundo representando el 74% de los decesos cada afio. Entre las ECNT la
diabetes mellitus tipo 2 (DM2) es uno de los problemas de salud de mayor
crecimiento este siglo representado mas del 90% del total de casos de
diabetes, causando millones de muertes cada afo y cuya prevalencia en el
mundo sigue mostrando una tendencia al aumento de casos en las préximas
décadas. La Organizacion Mundial de la Salud (WHO) y la Federacién
Internacional de Diabetes (IDF) confirmaron la existencia de alrededor de
537 millones de pacientes diabéticos en el ario 2021 y se espera que para el
2030 esta cifra se incremente a 643 millones (1-3). A nivel regional, en
Latinoamérica 1 de cada 11 adultos tiene diabetes y se prevé un incremento
de 16 millones de pacientes hasta el afio 2045 generando un elevado gasto
en salud de billones de dolares (4). El Pertu no es ajeno a este problema,
donde diversos estudios epidemioldgicos realizados recientemente indican
que el nimero de pacientes diabéticos mayores de quince afios aumento del
3.3% al 5.1% en el quinquenio 2017-2022 y que probablemente seguira
incrementandose por los malos hébitos alimenticios y el estilo de vida

sedentario del peruano de ciudad (5).

Los datos estadisticos han alertado a los sistemas de salud en el mundo que
vienen trabajando en el enfoque preventivo para reducir la aparicién de
nuevos casos y el enfoque de control para reducir las complicaciones
derivadas de la enfermedad como neuropatias, nefropatias, retinopatias,
retraso en la cicatrizacién, entre otras (6,7). El enfoque preventivo esta
basado en politicas de gobierno que buscan reducir el acceso a los factores
de riesgo como el tabaco y alcohol o también a través de la promocion de la
actividad fisica o una dieta saludable, ésta ultima teniendo en consideracion
que la evidencia ha asociado menor riesgo de DM2 al consumo de granos,
legumbres, nueces, frutas y vegetales. Por otro lado, el enfoque de control



de la enfermedad busca un cambio critico en el estilo de vida del paciente
sumado al tratamiento farmacoldgico, entre ellos los inhibidores de la
dipeptidil peptidasa IV (DPP-IV) o gliptinas por su efecto secretagogo de
insulina y favorecer la homeostasis de glucosa (4,8).

En sintesis, la DM2 es una enfermedad que viene afectando a millones de
personas de diferentes estratos sociales y el abordaje actual de prevencion
no ha tenido un impacto significativo en los indicadores, sumado a que los
medicamentos antidiabéticos usados en el control de la enfermedad han
reportado algunos efectos adversos graves, hacen necesaria la busqueda
de nuevas alternativas mas seguras pero con actividad similar (6,9).

El manejo de la DM2 tiene diferentes frentes que buscan reducir el riesgo de
complicaciones a través de un control glucémico adecuado y de otros
factores de riesgo cardiovasculares. Es por ello que una profunda
investigacion de los mecanismos fisiopatolégicos de la enfermedad
derivaron en farmacos novedosos con efecto incretina, como los inhibidores
de la dipeptidil peptidasa IV (DPP-IV) que extienden el tiempo de vida media
de la GIP y la GLP-1, los cuales favorecen la liberacién de insulina, reducen
la secrecion de glucagon, retrasa el vaciado gastrico e incluso reducen el
apetito; sin embargo también se les ha asociado a algunos efectos adversos
graves (6,7,10,11).

En este sentido, los péptidos bioactivos en particular han atraido un creciente
interés en la prevencion, manejo y control de la diabetes por su bajo peso
molecular, alta actividad, facil absorcidn, y poco o ningun efecto secundario
debido a una rapida eliminacion de la sangre, siendo ya empleados dentro
de los medicamentos aprobados por la FDA (Food and Drug Administration)
de EEUU como la Exenatida que fue aislada de Heloderma suspectum (7,11-
15). Estos péptidos son secuencias de aminodacidos inactivos en el interior
de la proteina precursora los cuales se liberan tras un proceso de hidrolisis
quimica o enzimatica evidenciando actividades biolégicas promisorias, entre
ellas la inhibicion de la dipeptidil peptidasa IV (9,16).



Partiendo de la premisa anterior, las leguminosas o fabaceas son una fuente
interesante de proteinas de bajo costo que podrian servir como fuente para
la obtencidén de hidrolizados proteicos y fracciones peptidicas conteniendo
péptidos bioactivos (16-29). Alineados a este enfoque nuestro grupo de
investigacion viene elaborando diversos estudios que buscan elucidar el
potencial beneficio bioldgico derivado de los péptidos obtenidos de la
hidrélisis de proteinas de las leguminosas, entre ellas el tarwi y el pajuro
(18,30,31).

En consecuencia, el presente estudio busco determinar el potencial inhibidor
de la dipeptidil peptidasa IV de las fracciones peptidicas de Lupinus
mutabilis, que podrian servir como complemento dentro del tratamiento,

control y prevencion de la diabetes mellitus tipo 2.

OBJETIVOS

.1.1 Objetivo general

Evaluar la actividad inhibidora sobre la enzima DPP-IV de fracciones
peptidicas de semillas de Lupinus mutabilis (tarwi).

.1.2 Objetivos especificos

e Obtener proteinas solubles de las semillas de Lupinus mutabilis (tarwi).

e Hidrolizar el concentrado proteico con enzimas de diferente origen.

e Fraccionar el hidrolizado proteico mediante ultrafiltracion.

e Evaluar el efecto de las fracciones peptidicas sobre la actividad
enzimatica de DPP-IV.



I.1.

Il. REVISION DE LA LITERATURA

MARCO TEORICO

A. Péptidos bioactivos

Son fragmentos de proteinas de un tamano entre 2 a 20 aminoacidos que
poseen un amplio rango de efectos bioldgicos beneficiosos, como la
actividad antioxidante, antihipertensiva, antimicrobiana, antinflamatoria,

inmunomodulador, entre otras (12-14).

Actualmente las fuentes principales para otener péptidos bioactivos son las
plantas y animales pero también se tiene la sintesis de péptidos en fase
sélida que se usa generalmente a escala industrial. La Figura 1 muestra el
flujo de preparacion, purificacion, identificacion y evaluacion de la
bioactividad de los péptidos siguiendo la ruta convencional, bioinformatica o
una combinacién de ambas (14).

Por otro lado, a pesar de los beneficios de estas moleculas aun se tienen
retos que limitan en cierta manera su uso o aprovechamiento 6ptimo como
el sabor amargo al ingerirlas, estabilidad en el tracto gastrointestinal y la
absorcion de estas a nivel intestinal (12,14).
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Figura 1. Ruta convencional, bioinformatica y combinada para identificar péptidos bioactivos.

Figura traducida de “Review and perspective on bioactive peptides: A roadmap for research, development, and future opportunities” de Du Z y Li Y (14).



B. Medicamentos peptidicos

Son un tipo de medicamentos compuestos por una serie bien definida de
aminoacidos con pesos moleculares entre 500-5000 Da que ocupan un
porcentaje significativo del mercado farmacéutico con ventas a nivel mundial
que superaron los 70 billones de dolares el 2019. En la Figura 2 se muestra
los 10 medicamentos peptidicos no insulinicos mas vendidos el 2019, donde
el top 3 son péptidos con actividad antidiabética analogos de la GLP-1:
Trulicity (dulaglutida), Victoza (liraglutida) y Rybelsus (semaglutida) (13,14).

Ventas en millones de USD

Figura 2. Top 10 de medicamentos peptidicos mas vendidos el 2019.
Figura traducida de “Therapeutic peptides: current applications and future directions” de
Wang et al (13).

El primer péptido comercializado fue la insulina, descubierta en 1921, y hasta
el 2022 se vienen aprobando mas de 80 péptidos a nivel mundial. Los avances
recientes en biologia estructural, biologia recombinante, tecnologias analiticas
y sintéticas han optimizado el desarrollo de medicamentos péptidicos, por
ejemplo, para el caso de diabetes entre el afino 2000 y 2022 se aprobaron 33
medicamentos péptidicos no insulinicos (Tabla 1) (13).



Tabla 1. Medicamentos peptidicos aprobados desde el 2000 con las dianas y usos.
Tabla traducida de “Therapeutic peptides: current applications and future directions” de Wang et al (13).

. Nombr I AR
Nombre de la Diana on - = G2 o d?, Usos aprobados
Péptido aprobacion
Exenatida 2005
Liraglutida 2009
Lixisenatida 2013
Receptor de GLP-1 Indicado para diabetes tipo 2
Albiglutida 2014
Dulaglutida 2014
Semaglutida 2017
Receptor de GLP-2 Teduglutida 2012 Tratamiento de sindrome de intestino corto y mala absorcién
Receptor de GC-C Linaclotida 2012 Tratamiento de sindrome de colon irritable con constipacién y constipacion cronica idiopatica
Receptor de calcitonina Pramlinitida 2005 Tratamiento de diabetes mellitos tipo 1 y tipo 2
Abarelix 2003
Receptor de GnRH Tratamiento de cancer de prostata avanzado
Degarelix 2008
St ] S0 e e Carfilzomib 2012 Tratamiento de mieloma multiple
proteosoma 20S
Proteina NOD2 Mifamurtida 2009 Tratamiento de osteosarcoma de alto grado, resectable y no-metastasico
Receptor VIP1 Aviptadil 2000 Tratamiento de disfuncién eréctil
Atosiban 2000 Indicado para retrasar el inminente nacimiento pre-término
Receptor OT
Carbetocina 2001 Usado en hemorragia post-parto
Receptor TRH Taltirelina 2000 Degeneracién espinocerebelar
Receptor MC Bremelanotida 2019 Indicado en desorden de deseo sexual hipoactivo




Tabla 1. (continuacion)

Nombre de la Diana Ncl)arzstrizgel aplr\cr;‘ga?:(iaén Usos aprobados

Teriparatida 2002

Receptor PTH1 Tratamiento de osteoporosis

Abaloparatida 2017
Guanilato ciclasa C Plecanatida 2017 Tratamiento de constipacién crénica idiopatico
NPR-A Nesiritida 2001 Tratamiento de fallo cardiaco agudo descompensado
Receptor AT Angiotensina Il 2017 Indicado para sepsis 0 shock séptico
Receptor beta 2 Icatibant 2008 Aprobado para uso en ataques agudos de angioedema hereditario
gp41 Enfuvirtida 2003 Usado en terapia de combinacién para tratamiento de VIH-1
Receptor GHRH Tesamorelina 2010 Reduccién de VIH lipodistrofico
Canales de calcio tipo N Ziconotida 2004 Manejo de dolor crénico severo
Receptor de trombopoyetina Romiplostim 2008 Tratamiento de purpura trombocitopénica inmune crénico
Receptor:fmearir':r;poyetina Peginesatida 2012 Tratamiento de la anemia asociada con enfermedad renal crénica
Surfactante pulmonar Lucinactant 2012 Prevencion de sindrome de distrés respiratorio
CaSR Etelcalcetida 2016 Indicado en hiperparatiroidismo secundario

Receptor MC1 Afamelanotida 2014 Prevencion de fototoxicidad

Pasireotida 2012 Tratamiento de enfermedad de Cushing
Receptor de Somatostatina LUth(’;i; tl._f:l l:01 7 2018 Tratamiento de tumores neuroendocrinos gastroenteropancreaticos receptor-positivo
Galio Ga_ 68 2019 Indicado en el diagnostico de tumores neuroendocrinos receptor-positivo de somatostatina
edotreotida
Receptor de 4-melanocortina Setmelanotida 2020 Indicado para el manejo de peso crénico de obesidad




C. Enfermedades cronicas no transmisibles

Las ECNT son afecciones persistentes y de largo plazo que actualmente
representan un gran reto a nivel mundial. Estas comprenden enfermedades
cardiovasculares, cancer, diabetes, enfermedades respiratorias crénicas,
entre otras que anualmente son causa de aproximadamente el 74% del total
de muertes en el mundo (equivalente a 41 millones de decesos) (32).

La aparicién de estas enfermedades se ha asociado a una combinacion de
factores genéticos, fisioldégicos, ambientales y conductuales, es por ello que
la WHO ha establecido objetivos globales que buscan reducir el impacto de
factores de riesgo como el uso de tabaco, dietas poco saludables,
sedentarismo y uso indiscriminado del alcohol, que conllevan al sobrepeso
u obesidad, elevacién de la presion arterial y elevacién de colesterol que
finalmente desencadenan el desarrollo de ECNT afectando al paciente, sus
familias y a los sistemas de salud (1-3).

D. Diabetes Mellitus
Es una ECNT afectando a mas de 500 millones de personas en el mundo

que se caracteriza por elevados niveles de glucosa en sangre porque el
cuerpo no puede producir suficiente insulina o0 no la puede aprovechar
adecuadamente en los tejidos. Su abordaje requiere cuidado continuo de
manera multifactorial, ya que la hiperglicemia a largo plazo aumenta el riesgo
de complicaciones como enfermedades cardiovasculares, dafo nervioso
(neuropatia), dafno renal (nefropatia), amputacion de los miembros inferiores
y enfermedades visuales (como retinopatias) implicando pérdida de vision o

ceguera en estos pacientes (4,8).

Diagndstico de diabetes

Los criterios para el diagnéstico de la diabetes y prediabetes se describen
en la tabla 2.



Tabla 2. Criterios para el diagnéstico de diabetes y prediabetes adaptado de
la American Diabetes Association (ADA) (8).

DIABETES PREDIABETES

GLUCOSA EN AYUNAS

2 7.0 mmol/L 5.6 a 6.9 mmol/L
(126 mg/dL) (100 a 125 mg/dL)

GLUCOSA PLASMATICAS TRAS 2 H EN EL OGTT

2 11.1 mmol/L 7.8 a 11 mmol/L
(200 mg/dL) (140 a 199 mg/dL)
HbA1C*
2> 48 mmol/mol 39 a 47 mmol/mol
(equivalente al 6.5%) (5.7 2 6.4%)

GLUCOSA PLASMATICA ALEATORIA**

2 11.1 mmol/L
(200 mg/dL)

* La prueba de HbA1C (hemoglobina glicosilada) debe realizarse en un laboratorio que esta
certificado por la NGSP y estandarizado a las pruebas de control de diabetes y
complicaciones.

** En pacientes con sintomas clasicos de hiperglicemia o crisis hiperglicémica

Diabetes tipo 1

Es una enfermedad autoinmune que representa entre el 5 al 10% del total
de casos de diabetes, donde el propio organismo causa la destruccion de las
células B del pancreas, lo que ocasiona baja o no produccién de insulina por
lo que requieren inyecciones diarias de esta hormona para mantener el
control glucémico. La causa de la enfermedad estd relacionada a una
predisposicidon genética y un gatillador ambiental (como una infeccién viral);
sin embargo, la tasa de destruccion de células 3 es variable, siendo rapida
en algunas personas (principalmente, pero no exclusivo de infantes y nifios)

y lenta en otras (particularmente, pero no exclusivo en adultos) (4,8).

Diabetes tipo 2

Es el tipo de diabetes que se presenta con mayor frecuencia representando
entre el 90 a 95% de los casos, pero sus sintomas son menos notorios o
asintomaticos, en donde el organismo tiene una relativa deficiencia de

insulina y resistencia a la insulina periférica, lo cual a largo plazo genera



aumento de la produccidén de la hormona y con ello dafio en las células
pancreaticas. La causa especifica de la enfermedad no es conocida aun, sin
embargo, hay factores de riesgo como la edad, obesidad y falta de actividad
fisica; también es mas comun en personas con hipertension, dislipidemias y
en algunos grupos étnicos como los afroamericanos, nativos americanos,
latinos y asiatico-americanos, asi también se le asocia con una fuerte
predisposicion genética o historial familiar en primer grado, pero no se
conoce por completo el fundamento de ello (4,8).

Otros tipos de diabetes

Actualmente se tiene en consideracién otros tipos especificos de diabetes
con casusas diferentes a lo descrito para tipo 1 y tipo 2, estas se describen
en la Tabla 3.

Tabla 3. Otros tipos especificos de diabetes.

Tabla traducida del “IDF Diabetes Atlas” de la International Diabetes Federation (4) y
complementada con “Standards in Diabetes Care 2023” de la American Diabetes
Association (8).

DIABETES MONOGENICA

Son defectos monogénicos que causan disfuncién de células 3 del pancreas, tal como
diabetes neonatal y MODY (Maturity-Onset Diabetes of the Young)

DIABETES GESTACIONAL

Diabetes ocurrida en cualquier etapa de la gestacién y desaparece tras el parto, pero
que es muy probable que en préximos embarazos se vuelva a presentar.

DIABETES RELACIONADA A FIBROSIS QUISTICA

Aparece frecuentemente como una comorbilidad en personas con fibrosis quistica

DIABETES MELLITUS POSTRANSPLANTE

Denominada también NODAT por sus siglas en inglés, se desarrolla en personas que
recibieron un trasplante
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Tabla 3. (continuacién)

DIABETES OCASIONADA POR OTRAS CONDICIONES

La diabetes también puede ser derivada de otras condiciones tales como:

o Enfermedades en el pancreas (pancreatitis, traumas, infeccion, cancer de
pancreas y pancreatectomia).

e Desoérdenes endocrinos que causan exceso de hormonas que antagonizan con

la insulina (e.g. Sindrome de Cushing).

Debido a quimicos o drogas que alteran la secrecién de insulina o su actividad.

Infeccidn viral que causa destruccion de células 3.

Diabetes causada por otras desordenes inmunes diferentes a los del tipo 1

Otros sindromes genéticos (e.g. Sindrome Prader-Willi, Sindrome de Down,

etc.).

E. Farmacos Antidiabéticos

El manejo de la diabetes sigue un esquema terapéutico a través de
medicamentos con diferentes dianas terapéuticas que permiten el control de
la glicemia el cual se adapta a diferentes guias de practica clinica y es
brindado por un médico basado en el estado actual de la enfermedad y sus
ensayos bioquimicos. La tabla 4 muestra el tratamiento antidiabético actual.
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Tabla 4. Medicamentos para reducir la glucosa, resumen de caracteristicas.
Traducida de “Standards in Diabetes Care 2023” de la American Diabetes Association (8), complementada con “Nuevos farmacos en diabetes mellitus” de

Aylwin (10) y “Diabetes, Type 2” de Samson y Garber (33).

reduciendo la secrecion de glucagén.

Saxagliptina)

MEDICAMENTO MECANISMO DE ACCION EFICACIA | RH CP HF AVANCE DE LA ERD ADM COSTO
Inhiben la produccién de glucosa
Biguanidas hepatica y promueve la captacion de Alta No Neutral Neutral Neutral Oral Bajo
glucosa en el musculo esquelético.
Beneficio: Beneficio:
- Aumentan la excrecion renal de la . - I
Inhibidores de la . . Intermedia Pérdida Canagliflozina T
SGLT? glucqsa .en.fprma mdependlenlt,e de la aalta No (Intermedio) | Dapaglifiozina Canagl!floz!na Oral Alto
insulina inhibiendo su reabsorcion Empaglifiozina Dapagliflozina
Ertuglifiozina | CmPadliflozina
Beneficio para
Mimetizan la accién de la GLP-1 marcadores renales en
endodgena, aumentando la secrecién de Pérdida CVOT consecuencia de
Agonistas del insulina dependiente de glucosa y | Altaa muy resultados de SC; oral
o7 . No | (Alta a muy Neutral o . Alto
receptor de GLP-1 | reducen la secrecion de glucagon. alta alta) albuminuria: (Semaglutida)
Retrasan el vaciado gastrico y aumenta Dulaglutide
la saciedad. Liraglutide
Semaglutide (SC)
reég?grisézsgﬁla_1 Mimetizan la accion de las incretinas | \» = 2uo | No Pérdida En En investigacion SC Alto
P y GIP enddgenas y (Muy alta) investigacion 9
Aumentan los niveles y potencian la Neutral
Inhibidores de la | acciéon de las |ncretlpgs en'doge'znas, Intermedia | No Neutral (Rlesgo Neutral Oral Alto
DPP-IV aumentando la secrecion de insulina y potencial

RH: Riesgo de hipoglucemia; CP: Cambios en el peso; HF: Falla cardiaca; ERD: Enfermedad renal diabética; ADM: Via de administracion; SGLT-2:
Cotransportador de glucosa-sodio 2; DPP-IV: Dipeptidil peptidasa IV; SC: Subcutaneo
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Tabla 4. (continuacion)

MEDICAMENTO MECANISMO DE ACCION EFICACIA | RH CP HF AVANCE DE LA ERD ADM COSTO
Activa el receptor nuclear del
peroxisoma proliferador activado por
Tiazolidinedionas | receptor gamma  (PPAR) que Alta No Aumento Mayor riesgo Neutral Oral Bajo
incrementa la adiponectina y mejora la
resistencia a la insulina
Despolariza la membrana de la célula
Sulfonilureas beta lo que incrementa la secrecién de Alta Si Aumento Neutral Neutral Oral Bajo
insulina
Insulina Humana SC; inhalado ?s.acj:(;
Activa los receptores de insulina y las | Alta a muy Si Aumento Neutral Neutral
Anélogos de rutas relacionadas alta
: : SC Alto
insulina

RH: Riesgo de hipoglucemia; CP: Cambios en el peso; HF: Falla cardiaca; ERD: Enfermedad renal diabética; ADM: Via de administracion; SGLT-2: Cotransportador de

glucosa-sodio 2; DPP-IV: Dipeptidil peptidasa IV; SC: Subcutaneo
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F. Incretinas

Son péptidos que se liberan en el intestino después de la ingesta de
alimentos que poseen un efecto secretagogo de insulina dependiente de
glucosa que se conoce como “Efecto incretina”. Las principales incretinas
son el péptido similar al glucagén-1 (GLP-1) que es producida por las células
L enteroendocrinas del ileon distal y colon; asi como el péptido
insulinotrépico dependiente de glucosa (GIP) el cual es producido por las

células K enteroendocrinas del duodeno y yeyuno (4,6,9,11).

El GLP-1 y GIP tienen una vida media muy corta (menor a 2 min) pues son
rapidamente inactivadas por la DPP-IV en el extremo N-terminal, pero que,
a pesar de ello, cumplen con una gran diversidad de actividades que se
describen en la Figura 3 y Figura 4 en diferentes tejidos con potencial

beneficioso en la diabetes tipo 2 (34).

CEREBRO
A Neuroproteccién
v CORAZON P2 ¥ Apetito
4 cardioproteccién
6\\ 4 Funcion cardiaca +
“*'-\ ESTOMAGO
N INTESTING

£L7”
r(«\\

\ PANCREAS
Sensibilidad _

a la insulina =

‘.'" t { 4 Secrecién de insulina
TR MUSCULO v Secrecién de glucagén

ADIPOSO A Biosintesis de insulina
4 Proliferacion de células B

v Produccion
de glucosa

v Apoptosis de células B
A Captacion de glucosa
y almacenamiento

Figura 3. Actividad del GLP-1 en tejidos periféricos.
La accion sobre el higado, tejido adiposo y musculo es a través de mecanismos indirectos.
Traducido de “Biology of Incretins: GLP-1 and GIP” de Baggio y Drucker (34).
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Figura 4. Actividad del GIP en tejidos periféricos.
Traducido de “Biology of Incretins: GLP-1 and GIP” de Baggio y Drucker (34).

G. Leguminosas
Las legumbres corresponden a una familia de elevada calidad nutritiva y de

bajo costo lo que facilita su acceso; su importancia nutricial se debe a que
sus carbohidratos no elevan el nivel de glucosa en sangre ya que solo se
digiere una pequena fraccion de estos, tambien su porcentaje de grasa es
bajo y aportan micronutrientes. Es importante tambien resaltar su contenido
proteico ya que su porcentaje es superior a otras especies (como los
cereales), donde a pesar de que su calidad nutricional es inferior a las
proteinas de origen animal por su limitacion en aminoacidos esenciales

azufrados aportan beneficios en la salud y prevencion de ECNT (35,36).
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El tarwi “Lupinus mutabilis Sweet’ también llamado “chocho” forma parte de

la familia de las leguminosas, la cual se siembra y obtiene de la zona andina

de Peru, Ecuador y Bolivia. Posee caracteristicas nutricionales muy

convenientes, tal como el elevado contenido de proteina, grasa y fibra

superior a otras especies usadas industrialmente, aunque su principal

limitacién son los alcaloides presentes que le brindan un sabor amargo

(Tabla 5) (31,37).

Tabla 5. Composicion quimica de la semilla del Tarwi.
Tabla tomada de “Lupinus mutabilis (Tarwi). Leguminosa andina con gran potencial

industrial” de Zavaleta et al (31).

COMPOSICION QUIMICA
Humedad (%)
Proteina (%)
Cenizas (%)
Grasa (%)

Fibra (%)
Calorias (g)
Carbohidratos (%) ELN*
Materia seca (%)
Alcaloides (%)

DESAMARGADO

73.63
51.07
2.38
20.44
7.35
5839.00
18.75
26.37
0.08

AMARGADO

9.90
41.20
3.98
17.54
6.24
30.88
90.10
3.11

* ELN: Extracto libre de nitrégeno

17




I.2.

I. Proteinas de tarwi

Es una de las caracteristicas mas resaltantes de la semilla pues sus valores
son cercanos al 50% (Tabla 6) y ademas de un contenido adecuado de
aminoacidos esenciales, aunque es necesario complementar su consumo

con cereales debido a su bajo contenido de metionina (31).

Tabla 6. Contenido de proteina en varias especies de Tarwi.
Tabla tomada de “Lupinus mutabilis (Tarwi). Leguminosa andina con gran potencial
industrial” de Zavaleta et al (31).

ESPECIE PROTEINA (%)

L. mutabilis 39.0 - 52.0
L. angostifolius 33.2-355
L. hispanicus 43.9 -46.9
L. albus 39.2-433

ANTECEDENTES DEL ESTUDIO

Actualmente, el consumo y aprovechamiento de los compuesto de origen
vegetal tiene especial interés debido a sus ventajas sobre aquellos que se
obtienen a partir de animales, entre ellas las legumbres se han relacionado
con beneficios en diferentes enfermedades, tal como lo describe Mamoudou
et al (38), los cuales estudiaron la composicion de soya, frejol, mani, frejol
castilla y frejol mambara, y su relacién con la prevencién de enfermedades
como la hipertension, obesidad, accidentes cerebrovasculares (ACV) vy
diabetes tipo 2 en 9 distritos de Camerun. Sus resultados evidenciaron una
elevada correlaciéon entre el consumo de frejol Mambara de la variante roja
y la prevencion de diabetes tipo 2 e hipertensiéon con un R? de 0.9804 y
0.9651, respectivamente. Para el caso de la prevencién de ACVs y obesidad
la mayor correlaciéon se evidencié con el consumo de soya con un R? de
0.9656. Los mecanismos que asocian los autores a las legumbres
consumidas radican en la presencia de polifenoles, fibra dietaria y péptidos
bioactivos, por lo cual recomiendan una mayor atencién a estos cultivos,
sobretodo en aquellos subutilizados para la formulacion de alimentos

funcionales.
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Por otro lado, la inclusion de mani en la dieta de varones con enfermedades
metabdlicas incrementd la presencia de Faecalibacterium prausnitzii
(B=0.85, Pror=0.05) que retrasa la debilidad del envejecimiento; tambien,
en el caso de las mujeres el consumo de mani redujo la precencia de la
familia Peptococcaceae (B=-0.69, Prpr=0.05) que se le relaciona con
ansiedad prenatal y estrés en estudios pre-clinicos, como los resultados de
la investigacion realizada por Wang et al (39) en 2 cohortes en China con

un total de 2303 participantes.

El beneficio del consumo de legumbres y la diabetes mellitus tipo 2 se
describe en un metanalisis de 27 cohortes (807 785 individuos) con
diferentes ubicaciones geogréficas realizado por Pearce et al (40), en el cual
se evidencid una asociacién (aunque débil) entre el consumo de legumbres
(arveja, frejol, garbanzo y lenteja), soya y nueces con menor incidencia de
diabetes tipo 2 con un ratio de tasa de incidencia (IRR) de 1.02 (IC95% de
1.01 a 1.04) para consumos mayores a 20 g por dia que se incrementaba a
un IRR de 1.17 (IC95% de 1.04 a 1.32) para consumos que superaban los
140 g por dia.

En el mismo sentido, Tang et al (17) investigaron en 15 cohortes en
diferentes zonas tales como EEUU, Asia, Europa y Australia el consumo de
la soya y destacaron un impacto positivo al incluir diariamente 124 g de tofu,
10 g de proteina de soya o 10 mg de isoflavonas de soya en su dieta
reduciendo el riesgo de incidencia de diabetes tipo 2 en un 32% (RR:0.68;
1C95%:0.50 a 0.93), 9% (RR:0.91; 1C95%: 0.84 a 0.99) y 4% (RR:0.96;
1C95%: 0.92 a 0.99), respectivamente.

De igual manera Asledottir et al (19) realizaron un trabajo en hidrolizados
proteicos de haba y arveja utilizando jugos gastricos y duodenales humanos
por 120 min a 37°C en una relacion E:S de 1:1. Las secuencias de
aminoacidos encontradas se compardé con la base de datos BIOPEP
identificando 133 y 182 secuencias inhibidoras de la DPP-IV dentro de las
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secuencias obtenidas para haba y arveja, respectivamente. Los autores
usaron la herramienta PeptideRanker para identificar los péptidos
potencialmente bioactivos, obteniendo las secuencias DKPWWPK vy
NEPWWPK en arveja, asi como los péptidos GAGPPPPPPGA,
QGPPPPPPPISL, ATPPPPPPPPMSL, PPPPPPGAKPG y
QQGPPPPPPPISL con mayor potencial. Adicionalmente los ensayos
inmunomoduladores in vitro en estos péptidos mostraron un efecto
beneficioso; por lo que, los investigadores concluyeron en la importancia de
promover los beneficios de las legumbres, sobretodo en la dieta occidental
que no se aprovecha adecuadamente.

También, Acevedo y Gonzalez de Mejia (20) estudiaron en diabetes el
potencial bioactivo de 5 variantes de garbanzo (Nash, Billy bean, Sierra,
Myles y comercial). Los hidrolizados obtenidos con pepsina y pancreatina
fueron evaluados frente a la base de datos BIOPEP encontrando 19 péptidos
diferentes con actividad inhibitoria de la DPP-IV. Adicionalmente, para
favorecer la liberacion de péptidos bioactivos optimizaron la hidrélisis usando
bromelina, encontrando la mayor actividad inhibitoria de la DPP-IV in vitro
(94 £ 0.81%) al hidrolizar por 60 min la variante Sierra precocida por 15 min
a una relacién E:S de 1:10. Los péptidos identificados fueron sometidos a
pruebas de docking que mostraron una energia de afinidad entre -4.2 y -8.8
kcal/mol, similar a lo evidenciado para el patron vidagliptina (-6.2 kcal/mol).
Seguidamente para verificar la actividad se realizaron pruebas in vitro de
inhibicién de enzimas relacionadas al control y tratamiento de diabetes
encontrando la maxima inhibicién de la DPP-IV con los hidrolizados de la
variante Billy bean con un ICso de 0.17 mg/mL, esta misma variante tambien
obtuvo la mayor actividad inhibiendo la a-amilasa y a-glucosidasa.

Otra leguminosa conocida como frejol Bambara fue investigada por Mune
Mune, Minka y Henle (21) quienes hidrolizaron el aislado proteico utilizando
alcalasa, tripsina y termolisina por 24 h, generando grados de hidrélisis de
38, 22 y 27.5%, respectivamente. Los hidrolizados obtenidos con alcalasa
tuvieron mejor actividad inhibitoria de la enzima convertidora de angiotensina
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(ECA) con un ICso de 52.812 pug/mL, mientras que los hidrolizados utilizando
alcalasa y termolisina presentaron la maxima actividad inhibitoria de la DPP-
IV ambas con un ICso de 1.733 mg/mL; los hidrolizados con tripsina
presentaron mejor actividad secuestrante de DPPH con valores de 5.522 +
0.166 ug eq. de trolox/mg y quelante de hierro con un valor de 1.016 £ 0.030
mg eq. de trolox/mg. La evaluacion in silico de los hidrolizados de termolisina
encontré 9 péptidos con actividad inhibitoria de la DPP-IV de los cuales IP,
LN, VE e IP tenian también actividad inhibitoria de la ECA.

Entre las leguminosas, el género Lupinus posee alrededor de 600 especies;
son reconocidas por poseer un alto contenido de proteinas similares a la
soya y se ha reportado un alto valor biol6gico, también se destaca como
fuente de péptidos bioactivos obtenidos mediante diferentes procesos
biotecnoldgicos; Cruz-Chamorro et al (22) realizaron una revisidn en este
género evidenciando que los hidrolizados proteicos poseen diferentes
efectos biolégicos como la actividad antioxidante, antitrombdtica,
antihipertensivo, hipoglucemiante, hipolipemiante, efecto preventivo de
osteoporosis, reduccién de la formacién de placas de ateroma, protector de
la funcién renal, entre otras. A partir de los hidrélizados mencionados se
identificaron 116 secuencias peptidicas con actividad inhibitoria de la DPP-
IV. Por ende, los hidrolizados proteicos del género Lupinus poseen potencial
antidiabético y podrian servir como ingredientes en la formulacion de

nutraceuticos para el tratamiento de diabetes mellitus de tipo 2.

Mazumder et al (41) evidenciaron que el extracto metandlico obtenido de la
harina sin procesar del cultivar Jenabillup de Lupinus angostifolius (JEN),
presentd mejor actividad al compararla con otros 8 cultivares australianos en
estudios in vitro inhibiendo la a-amilasa y a la a-glucosidasa con un ICso de
4330.19 + 85.15 pg/mL y 5164.46 + 177.62 pg/mL, respectivamente;
mejoraba también la captacién de glucosa in vitro en un 30.24%. El estudio
in vivo mostré que JEN sin procesar a una dosis de 500 mg/kg por 21 dias
reducia el indice glicémico, la hemoglobina glicosilada (HbA1C), proteinas
glicosiladas, elevaba la hemoglobina sérica, tenia efecto hipolipidémico,
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cardioprotector, hepatoprotector y nefroprotector, similar al efecto del patrén
metformina. Adicionalmente la evaluacién in silico demostrd que 5
compuestos presentes en JEN tenian mejor afinidad por las enzimas a-
amilasa y a-glucosidasa que la acarbosa. Los autores sefnalaron que estos
cultivares deben de considerarse como alternativas de bajo costo vy
biofuncionales para el tratamiento de diabetes y complicaciones asociadas

relacionadas a dafio en los 6rganos.

Guzman et al (23) estudiaron el efecto beneficioso de las B-conglutinas de
Lupinus albus en ratas Wistar, encontrando que en ratas sanas mejoraban
la tolerancia a la glucosa oral y el impacto glicémico de la digestion/absorcién
de almidéon. La evaluacién de animales inducidos a diabetes con
estreptozotocina evidencié que una dosis aguda de [-conglutina de 120
mg/kg 0 240 mg/kg reducian el area bajo la curva glicémica al compararlas
con el control; similar efecto se observé en el consumo a largo plazo (7 dias)
evitando picos de glicemia y reduciendo también en un 21.8% los niveles de
colesterol sérico. Los autores mapearon los posibles mecanismos a traves
de los micro array identificando 821 genes que redujeron su expresion vy
1603 sobrexpresados tras el tratamiento los cuales estaban relacionados
con el estrés oxidativo, inflamacién, actividad estrogénica, obesidad,

resistencia a la insulina y diabetes.

Tapadia et al (24) evaluaron el potencial antidiabético de la fraccion menor a
3000 Da de y-conglutina de Lupinus angostifolius hidrolizados con pepsina 'y
pancreatina generando 32 péptidos entre 704.4 y 3117.7 Da de peso
molecular. El hidrolizado no presentaba efecto insulinotrépico directo pero si
efecto insulinomimético in vitro aumentando en células HSSM 1.4 veces la
captacion de glucosa y 2 veces la sintesis de glucégeno los cuales estarian
relacionados a la actiividad de la conglutina en la cascada enzimatica
MTOR/AKT/GSK3B; también, se detectd que aumentaban la sintesis
proteica 1.55 veces probablemente relacionada a la ruta mTOR/70S6K/S6.
Otro ensayo in vitro realizado por los investigadores fue la inhibicién de la
enzima alfa glucosidasa encontrando que el hidrolizado no tenia efecto
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significativo sobre esta, pero si sobre la DPP-IV inhibiendola en mas del 50%
de su actividad a una concentracién de 1000 pg/mL al compararlo con el

control.

Garmidolova et al (42) estudiaron los hidrolizados con papaina de Lupinus
angostifolius L, encontrando que la actividad antioxidante de estos con el
método ABTS se encontraba entre 5.25 y 6.45 mMTE/100 g de proteina;
estos hidrolizados tambien inhibieron la acetilcolinesterasa con valores de
ICs0 entre 155.56 y 199.63 mg/g de proteina; por otro lado todos los
hidrolizados tuvieron un efecto antimicrobiano sobre la Escherichia coli
ATCC8739, pero, solo el hidrolizado obtenido con una relaciéon E:S de 1%y
por un tiempo de hidrélisis de 30 min fue capaz de inhibir el crecimiento de

Staphylococcus aureus ATCC 25093 con un halo de 0.7 cm.

En el norte de nuestro pais se produce la leguminosa Lupinus mutabilis,
conocida tambien como “tarwi” o “chocho”, la cual tiene una calidad
nutricional excepcional y también ha mostrado diferentes efectos
beneficiosos como la reduccion significativa de la tasa de adhesién de E.
coli, E.coli ESBL, K. pneumoniae, K. pneumoniae multidrogoresistente, P.
aeruginosa y S. saprophyticus a las células epiteliales T24 de vejiga al ser
tratadas con el extracto hidroetanolico a una dosis de 1000 pg/mL; ademas
reduce la formacidn de biofilm que favorece la actividad de los antibi6ticos.
En este estudio no se evidencio actividad antimicrobiana directa del extracto
pero si a través de otros mecanismos pues reducia la expresién del mRNA
UPK1A que es una proteina clave en el inicio de infecciones del tracto
urinario sirviendo para la adhesion bacteriana; y el extracto incremento la
expresidon de mMRNA de RNasa7 el cual es un peptido antimicrobiano de
bacterias Gram positivo y Gram negativo, incluso en aquellas
multidrogoresistentes (43).

Zambrana et al (44) estudiaron el efecto in vivo de Lupinus mutabilis en ratas
Goto-Kakizaki (ratas con diabetes tipo 2). El extracto hidroetandélico de tarwi
mejord la tolerancia oral a la glucosa dosis-dependiente y elevaban los
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niveles séricos de insulina hasta 2.08 veces a los 60 min. Al evaluar el efecto
in vitro del extracto sobre la liberacion de insulina se evidencié que
aumentaban considerablemente la concentracion de esta hormona de
manera independiente a la glucosa y los autores planteaton la activacion del
canal de calcio tipo L, por los sistemas PKA / PKC y exocitosis de insulina
ligada a la proteina G, aunque tambien parcialmente el cierre de los canales
de ATP-K en las células beta del pancreas como los mecanismos
bioquimicos de la actividad. Los autores tambien evaluaron el impacto del
uso del extracto de Lupinus mutabilis a largo plazo por 20 dias, observando
que la glucosa post-prandial fue reducida, la HbA1c se redujo de 8.4 + 0.8 a
5.9 +0.3 %y lainsulina sérica se elevo 2.4 veces respecto al valor inicial.

El contenido proteico de tarwi es elevado, encontrandose entre 39 a 52%,
las cuales tienen un balance éptimo de aminoacidos esenciales, y se le
conoce como la soya andina. El consumo de la semilla y |a hidrélisis de estas
proteinas tambien ha mostrado un efecto beneficioso en el manejo de la
diabetes mellitus, tal como se evidencia en una investigacion realizada sobre
hidrolizados de la fraccion y-conglutina y del aislado proteico completo de
chocho, donde se demostr6 que el hidrolizado de conglutina presentd el
100% de inhibicion de la DPP-IV similar a la sitagliptina a una concentracion
de 5 mg/mLy 0.2 mM, respectivamente. La evaluacion in vitro de la captacién
de glucosa de adipocitos usando un cultivo celular dual de Caco-2/3T3L1
mostré que los hidrolizados incrementaron el transporte intracelular de
glucosa con consumos entre 5 y 15 mM de glucosa/mg de proteina, este
efecto fue relacionado al incremento de la translocacion del transportador
GLUT-4; por otro lado, los hidrolizados de tarwi demostraron un efecto
inhibidor de la gluconeogénesis en celulas hepaticas usando el cultivo celular
dual Caco2/HepG2 con efectos similares al patron metformina reduciendo
alrededor del 50% la produccion de glucosa (27).

Se ha descrito que el consumo regular de leguminosas ricas en proteinas
como Lupinus mutabilis, disminuye las concentraciones de glucosa e insulina
en animales y humanos. Baldeon et al (45), reportaron los resultados de un
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estudio clinico realizado para evaluar la eficacia de L. mutabilis cocido en las
concentraciones de glucosa e insulina sanguineas en voluntarios con DM2,

reportando que el consumo de tarwi cocido disminuyd sus concentraciones.

Fornasini et al (46) realizaron un estudio similar para analizar el efecto de
Lupinus mutabilis sobre los niveles de glucosa e insulina en la sangre de
sujetos normales y con disglicemia. Los autores evidenciaron que el
consumo de tarwi disminuy6 significativamente los niveles de glucosa e
insulina, en sujetos con disglicemia (glucosa en ayunas > 100 mg/dL). En el
grupo que consumio soya en las mismas condiciones no observaron ningun
efecto; estos datos evidencian que el consumo de tarwi podria ser una

alternativa factible y de bajo costo para el tratamiento de la diabetes.

Otro estudio cuasi-experimental de disefio cruzado de 51 pacientes entre 35
y 88 afnos con diabetes mellitus en un seguimiento por 28 semanas realizado
por Fornasini et al (47), en el cual las primeras 14 semanas mantuvieron
solo su tratamiento antidiabético y las otras 14 semanas adicional a su
medicacion recibieron un snack a base de Lupinus mutabilis mostraron la
reduccién del indice de masa corporal de 30.3 + 4.5 a 29.9 + 4.4 kg/m?;
también impact6é positivamente en el nivel de colesterol HDL que aumenté
de 43.9+11.3a 46.3 £ 11.3 mg/dL y los niveles de A1C en pacientes que
iniciaron el estudio con un porcentaje menor o igual a 8% redujeron su
porcentaje entre 0.2 y 0.4%. Adicionalmente, a los indicadores descritos el
consumo de snacks de tarwi atenuo los incrementos de glucosa desde el
inicio de la intervencion y hubo un incremento de la insulina sérica
obteniendo valores de 13.3 £ 9.5y 18.3 £ 17.6 mg/dL al inicio del estudio y

al finalizar la intervencién, respectivamente.
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De acuerdo con lo descrito, es evidente el creciente el interés por determinar
mecanismos beneficiosos en la prevencidn y tratamiento de la diabetes, pero
los estudios realizados en Lupinus mutabilis son reducidos en comparacion
con el resto de leguminosas,por esta razén el presente estudio busca brindar
oportunidades a este cultivo subutilizado identificando el potencial inhibitorio

de la DPP-IV por las fracciones peptidicas de tarwi.
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I1.3.

BASES TEORICAS

A. Potencial antidiabético de péptidos inhibidores de la DPP-1V

La DPP-IV es la serin proteasa que reduce drasticamente el tiempo de
accion de las incretinas por lo que su inhibicion permite un control de los
niveles de glucosa. En este sentido, las gliptinas son un grupo de
medicamentos que buscan inhibir la DPP-IV (Tabla 7) que presentan
ventajas sobre los hipoglucemiantes tradicionales; sin embargo, algunos
efectos adversos graves y su costo elevado han incrementado el interés de
la busqueda de péptidos inhibidores con la misma actividad por ser
altamente efectivos, mas seguros, baratos y faciles de obtener (6,7,11,16).

Tabla 7. Inhibidores de la DPP-IV comercializados.
Traducido de “A comprehensive review and perspective on natural sources as dipeptidy!
peptidase-4 inhibitors for management of diabetes” de Shaikh et al (6).

NHBIDOROE LA owsnE DEMARCA oo ANOR,
1 Sitagliptina Januvia 2006
2 Vlidagliptina Galvus 2007
3 Saxagliptina Onglyza 2009
4 Alogliptina Nesina y Vipidia 2010
5 Linagliptina Tradjenta, Trajenta 2011
6 Anagliptina Suiny 2012
7 Gemigliptina Zemiglo 2012
8 Tenegliptina Tenelia 2012
9 Evogliptina Suganon 2015
10 Omarigliptina Marizev 2015
11 Trelagliptina Zafatek 2015
12 Gosogliptina Satyor 2016

Algunos péptidos con actividad inhibitoria de la DPP-IV demostrada se
muestran en la Tabla 8, siendo el péptido IPI (lle-Pro-lle) obtenida de k —

caseina quien tiene la mayor actividad con un ICso de 5 pM.
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Tabla 8. Péptidos inhibidores de la DPP-IV descubiertos entre el 2016 y

2018.

Traducido de “Discovery of food-derived dipeptidyl peptidase IV inhibitory peptides: A

review” de Liu, Cheng y Wu (7).

IC
FUENTE SECUENCIA (w\jf)
APA 43.3
APF 65.8
APR 119.7
Analogos de IPA 28.3
lle-Pro-lle
(IP1) KPA 74.5
FPF 247
FPI 45.2
FPW 54.9
IPF 47.3
Analogos de PW 1753
lle-Pro-lle WPF 159.8
(Ph WPT 133
WPW 120.1
Glicinina de soya IAVPTGA 106
B'CO”gé‘giEEp‘:ﬁosemi”a LTFPGSAED 28
RRDY 930
IHF 3770
KRIHF 4110
Dioscorin de camote RL 1200
GPA 2870
MGSF 2120
DPF 1540
LPVPQ 43.8
VPGEIVE 224.5
B-caseina de proteina YPFPGP 749.2
de leche LPQNIPPLT 205.2
IPPLTQT 465.1
TPVVVPP 1408.9
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Tabla 8. (continuacion)

ICs0
FUENTE SECUENCIA
(M)
YPVEPF 124.7
LPLPLL 3715
QPHQPLPPT 1754.8
QPLPPT 1013.8
B-caseina de proteina IPPL 428.9
de leche LPP 563.3
VP 380.3
RP 657.2
FP 682.5
HP 902.8
IPM 69.5
Lactoferrina
IPSK 406.8
WSG 209.9
Pez barbel
FSD 275.1
LPIIDI 105.4
Carpa plateada
APGPAGP 229 1
KVEPLP 1071.9*
Krill antartico
PAL 2943.1*
FAGDDAPR 168.7
LAPSTM 140.8
Almeja manila
FAGDDAPRA 393.3
FLMESH >500
GGPAGPAV 8139.1
GPVA 264.7
Gelatina de salmén
PP 4343.5
GF 1547.1
NLGIILR 86.3
B-lactoglobulina
TQMVDEEIMELFR 68.8
QPQ 79.8
QPG 70.9
Gluten de trigo QPF 71.7
LPQ 56.7
SPQ 78.9
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Tabla 8. (continuacion)

ICs0
FUENTE SECUENCIA
(uM)
ILDKEGIDY 347.8
ILDKVGIQY 321.5
ILELA 721.1
LLQLEAIR 177.8
Leche de camello
LPVP 87.0
MPVQA 93.3
MPVQA 214.1
YPVEPF 138.0
KL 159.8*
Soya fermentada
LR 2083.6*
YPL 364.6
Sintética
YPG 174.0
GPAV 245.6
Salmoén Atlantico FF 546.8
VC 5413.4
Globulina LQAFEPLR 103.5

* El valor de ICsp (uM) fue convertido a partir de mg/mL

B. Potencial terapéutico de péptidos bioactivos del género Lupinus

sobre la diabetes

Entre las leguminosas el género Lupinus ha demostrado un elevado

potencial bioactivo de sus hidrolizados proteicos evidenciando actividades

como la antioxidante, antihipertensiva, inmunomodulador, etc.; con diversos

mecanismos bioquimicos asociados (Figura 6).
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Figura 6. Representacién esquematica de los diferentes efectos antioxidante (A), inmunomodulador (B)
e hipoglicémico (C) ejercidos por los hidrolizados proteicos de Lupinus (LPHSs).

Traducido de “Pleiotropic biological effects of Lupinus spp. protein hydrolysates” de Cruz-Chamorro et al (22).



La Tabla 9 describe el efecto beneficioso de los hidrolizados del género
Lupinus en ensayos in vitro e in vivo, evidenciando el potencial uso de sus

péptidos dentro del manejo de diabetes.

Tabla 9. Resumen de hidrolizados proteicos del género Lupinus con efecto
antidiabético.

FUENTE o EFECTO ANTIDIABETICO
Pepsina Inhibe la DPP-IV in vitro e in vivo (22)
. Alcalasa, tripsina ; )
Lupinus albus y flavourzima Inhibe la DPP-IV (22)
Alcalasa 'y Reducen los niveles plasmaticos y renales de
flavourzima glucosa en ratas Wistar hipercolesterolémicas (22)
y-conglutina de Pepsina y Inhibe la DPP-IV, aumenta la captaciéon de glucosa
Lupinus angostifolius pancreatina y aumenta la sintesis de glucégeno (24)
. . Alcalasa neutrasa :
Lupinus mutabilis y flavourzima Inhibe la DPP-IV (48)
y-conglutina de Pepsina y Inhiben la DPP-IV, aumenta la translocacién de
Lupinus mutabilis pancreatina GLUT-4 y reduce la gluconeogénesis (27)

Tomando en consideracién el limitado alcance actual sobre el control
glicémico del género Lupinus y en particular del tarwi se desarrolla la
presente investigacidén sobre la evaluacion del efecto inhibidor de la DPP-IV

de las fracciones peptidicas de Lupinus mutabilis.
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1.

l.2.

Il. HIPOTESIS Y VARIABLES

HIPOTESIS
Las fracciones peptidicas de Lupinus mutabilis tienen efecto inhibidor de la

enzima dipeptidil peptidasa IV.

VARIABLES

A. Variable independiente

Fracciones peptidicas de semillas de Lupinus mutabilis.

B. Variable dependiente

Actividad inhibitoria de la enzima DPP-IV.
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VARIABLE(S)

TIPO DE
VARIABLE

l.3. OPERACIONALIZACION DE VARIABLES

DEFINICION CONCEPTUAL

DEFINICION OPERACIONAL

DIMENSIONES

INDICADOR

UNIDAD DE
MEDIDA

Contenido proteico

en el concentrado g&?;?ggdo mg prot/mL
proteico
Se obtienen producto de la . -
hidrolisis er?zimética del Las fr.acmones peptidicas
Fracciones concentrado proteico utilizando Sﬁ:zﬂllﬁzziérl]uego de d'; Contenido ma orot/mL
eptidicas de Independiente diferentes enzimas. Se hidrolizan hidrolizado broteico de Hidrdlisis proteico o/gdg
pep - P las proteinas de alto peso . P -~ | enzimatica Grado de M
Lupinus mutabilis molecular liverando péntidos que semillas de L. mutabilis hidrolisis hidrdlisis
odrian iercer P %iferer?tes utilizando membranas de
poarl jercer 3y 10 kDa
actividades biologicas. .
Contenido YL
Fracciones proteico mg protm
O . Bandas de
peptidicas Perfil roteinas
electroforético P
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IV. MATERIALES Y METODOS

Obtencidn de la harina de Lupinus mutabilis
Se seleccionaron semillas de Lupinus mutabilis (tarwi) en buen estado de la
cosecha local de agosto del 2022 en la ciudad de Huamachuco (7°48'43"S

78°02'55"0), provincia Sanchéz Carridn en el departamento de La Libertad.

Para continuar el proceso es necesario someter las semillas a un tratamiento
previo de deslupinizado y deslipidizado con el objetivo de optimizar la
extraccion de proteinas solubles, donde el primer tratamiento separa los
alcaloides de la semilla (principalmente la lupinina) y el segundo tratamiento
separa los lipidos contenidos en las semillas.

Deslupinizacion

Se inici6 hidratando con agua destilada las semillas seleccionadas en una
proporcién 1/6 (p/v) por 16 h, a continuacion fueron llevadas a ebullicion por
1 h con un recambio de agua a la mitad del proceso. Luego, las semillas se
lavaron a temperatura ambiente a una proporcion 1/5 (p/v) por 3 dias
cambiando el agua de lavado cada 6 h para finalmente ser secadas a 42°C
hasta obtener un peso invariable (30).

Deslipidizacion

Las semillas previamente deslupinizadas se colocaron en una prensadora
manual para iniciar la extraccion de los lipidos, a continuacién se redujo el
tamafno de particula utilizando un molino manual. La harina obtenida fue
desgrasada con etanol absoluto en una relacion harina/solvente de 1/4 (p/v)
con agitaciéon durante 3 h, luego se centrifugé por 10 min a 5000 g a una
temperatura de 20°C. Este proceso fue repetido 5 veces mas en el
precipitado, al finalizar el ultimo ciclo el residuo fue sometido a filtracién y
secado a 42 °C en una estufa hasta obtener un peso invariable. Para finalizar
la harina fue cernida a través de un tamiz de malla #60 (30).
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Obtencidén del concentrado proteico (CP) de tarwi

El método utilizado para la obtencién del concentrado proteico fue el
reportado por Serrano (18) con modificaciones. Se prepard una suspension
harina/agua destilada en una proporcion 1/25 (p/v) y se dejé hidratar por 30
min. Luego, se adicion6 NaOH 1N para ajustar el pH a un valor de 10. La
homogeneizacidn fue realizada en una licuadora por 3 min, donde al reducir
el tamano de particula se favorecié la obtencion de proteinas al aumentar la
superficie de area de contacto con el solvente. A continuacién la suspension

se filtr6 a través de tamices de malla #80 y malla #100 para separar la fibra.

El residuo que no atravesé la malla fue lavado con agua destilada en
proporcion 1/3 (p/v) acumulando el total de solucion filtrada la cual fue dejada
en reposo a temperatura ambiente por 1 h con el objetivo que el almidon se
decantara. El sobrenadante que contenia la proteina se vertié sobre un vaso
de precipitados limpio donde se adicioné HCI 1N hasta llevar la solucién al
punto isoeléctrico (pH 4.5), la solucién fue centrifugada a 4°C por 1317 g en
12 min. El precipitado que contenia las proteinas fue liofilizado a -47°C y
0.004 mbares y el CP fue almacenado a -20°C hasta que fue usado.

Hidrolisis enzimatica del CP de tarwi

Hidrélisis Pepsina-Pancreatina-Alcalasa (HPPA)

Se hidrolizé enzimaticamente el CP de tarwi simulando un sistema in vitro de
digestibilidad utilizando secuencialmente pepsina (0.7 FIP-U/mg a pH 2 por
30 min) y pancreatina (0.35 FIP-U/mg a pH 7.8 por 60 min) en una proporciéon
enzima/sustrato de 1/50 (v/v).

Para determinar la cantidad de proteina no digerida por las enzimas se utilizd
el método de Bradford. Finalizado el tratamiento con pepsina y pancreatina
se utilizd la enzima alcalasa (proteasa de Bacillus lincheniformis con
actividad especifica de 2.4 UA/g) a pH 8.5 por 15, 30, 60 y 138 min en una
proporcién enzima/sustrato de 1.87 (%p/p). La reaccion de hidrélisis se
detuvo llevando la mezcla a 100°C por 10 min. El hidrolizado de pepsina,
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pancreatina y alcalasa (HPPA) fue centrifugado a 10 000 g por 10 min y
conservado a -20°C hasta que fue usado (30).

La formula para calcular el porcentaje de digestibilidad de la proteina in vitro
fue:

[ ] Proteina Inicial - [ ] Proteina No Digerida

(0] =
%DPIV [ ] Proteina Inicial

Grado de hidrdlisis (GH)
Se utilizé el método reportado por Nielsen et al (2001) con algunas

modificaciones determinando la cantidad de grupos aminos libres que
reaccionan con el OPA. Para valorar la cantidad de grupos aminos totales
(htotat) del CP se realizé por hidrélisis acida usando HCI 6N con 0.1% de fenol
a15psiy 121°C por 60 min en un equipo Reacti-Term. Los valores obtenidos
se plotearon una curva de calibracion de L-Serina de concentraciones entre
0y 0.1 mg/mL y se expresaron como % del GH (49).

Obtencidn de fracciones peptidicas por ultrafiltracion

Para este proceso se vertié 15 mL del HPPA a una concentracion no mayor
de 1 mg/mL en una membrana filtrante de corte de 10 kDa, luego, se
centrifugé a 20°C por 60 min a 5 000 g. El permeado obtenido fue adicionado
sobre una membrana filirante de 3 kDa y se sometié al mismo proceso de
centrifugado. Finalizado el proceso se obtuvieron 3 fracciones: UF1 (peso
molecular mayor a 10 kDa, UF2 (peso molecular entre 3 y 10 kDa) y UF3
(peso molecular menor a 3 kDa), las cuales fueron liofilizadas para analisis

posteriores.

Electroforesis en SDS-PAGE

Se utiliz6 la electroforesis en SDS-PAGE para visualizar la separacion de las
proteinas de acuerdo a su peso molecular. El CP, HPPA, UF1, UF2 y UF3
se resuspendieron en solucién Tris-HCI 100 mM de pH 8.8. Se utilizarén 10
Hg de proteina en condiciones reductoras (B-mercaptoetanol) y como
marcador de peso molecular se emplearon 2 uL de Thermo Pierce #26616.
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Las proteinas se separaron en una cadmara de electroforesis vertical en geles
de poliacrilamida al 10% de 1.5 mm de grosor por 45 min a 200 V. Las
proteinas separadas se tincionaron en una solucién de azul de Coomassie
R-250 al 0.1%, metanol al 45% y acido acético glacial al 45% en agitacion
suave por 60 min, al finalizar se decolor6 el gel sumergiendolo en una
solucién de acido acético glacial al 10% y metanol al 10% en agitacién por
12 h. Las proteinas fueron fotodocumentadas y analizadas en el software
Imaged (50).

Inhibicion de la Dipeptidil Peptidasa IV (DPP-IV)

Para evaluar el efecto inhibitorio del CP, HPPA, UF1, UF2 y UF3 obtenidos
sobre la DPP-1V, responsable de la degradacién de incretinas (hormonas
que favorecen la secrecion de insulina al nivel del pancreas) se utilizé el
método reportado por Caron et al (51) el cual se basa en la escisién del
sustrato analogo de la DPP-IV (Gli-Pro-AMC) para producir el producto
fluorescente 7-amino-4-metil cumarina (Aex = 360 / Aem = 460 nm),
proporcional a la actividad enzimatica presente. La efectividad de los
inhibidores de prueba se comparo con el inhibidor DPP-IV (sitagliptina).

Se determiné la concentracién de CP, HPPA, UF1, UF2 y UF3 en mg/mL
para producir una inhibicibn del 50% de la DPP-IV

(ICs0) a partir de la ecuacién de la recta (Y = mx + b) de acuerdo a:

50-b
|Cso= T

Donde:

“b”: es el término independiente de la ecuacion de la recta (ordenada al
origen)

“m”: la pendiente de la recta (tangente del &ngulo formado por la recta y el
eje de las abscisas)
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IV.7. Analisis estadistico
Los resultados obtenidos se expresaran como la media + error estandar. Se
realizara analisis de varianza (ANOVA) de una via seguido del test Newman-
Keuls de comparacion multiple. Se consideraran significativos valores de p
< 0.05. Para el analisis estadistico se utilizar4 el programa informatico
SigmaPlot 11.0.
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V. RESULTADOS

Obtencidn del concentrado proteico

Las semillas de Lupinus mutabilis recolectadas tras el proceso de
deslupinizacién, deslipidizacion y obtencidon del concentrado proteico
generaron bandas de mayor intensidad de tamafnos aproximados de 30, 35,
40, 45, 50 y 60 kDa en el perfil electroforético (Figura 7).

kDa MP 1 2 3
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98

62 |

49

38

28

Figura 7. Perfil electroforético de las proteinas presentes en el CP de

Lupinus mutabilis.

MP: Marcador de peso molecular en kDa y 1-2-3: Perfiles de 3 extracciones independientes.
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Hidrdlisis enzimatica del CP

Al finalizar cada etapa del proceso de hidrélisis secuencial del CP de tarwi
con las enzimas pepsina (HP), pancreatina (HPP) y alcalasa (HPPA) se
obtuvieron los hidrolizados respectivos. El perfil electroforético de éstas se
muestra en la Figura 8 donde se evidencia una reduccién progresiva del peso
molecular de las proteinas a medida que la hidrélisis transcurre hasta no
evidenciarse bandas definidas al finalizar el proceso.
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Figura 8. Perfil electroforético de la hidrdlisis secuencial del CP de Lupinus

mutabilis.

MP: Marcador de peso molecular en kDa, 1: Concentrado proteico (CP), 2: Hidrolizado
proteico obtenido con Pepsina (HP), 3: Hidrolizado proteico obtenido con pepsina vy
pancreatina (HPP), 4: Hidrolizado proteico obtenido con pepsina, pancratina y alcalasa (15
min) (HPPA15), 5: Hidrolizado proteico obtenido con pepsina, pancreatina y alcalasa (30
min) (HPPA3O0), 6: Hidrolizado proteico obtenido con pepsina, pancreatina y alcalasa (60

min) (HPPA 60) y 7: Hidrolizado proteico obtenido con pepsina, pancreatina y alcalasa (138
min) (HPPA138).
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Grado de hidrdlisis y digestibilidad de las proteinas

Los resultados del porcentaje de grado de hidrdlisis y digestabilidad de las
muestras obtenidas al finalizar cada etapa del proceso de hidrdlisis
secuencial del CP de tarwi se muestran en la Tabla 10 donde se observa un
incremento del grado de hidrélisis de un 3.88 + 0.47% en el concentrado
proteico hasta un valor maximo de 46.12 + 2.77% al finalizar los 138 min de
hidrélisis con alcalasa, por otro lado los valores de digestibilidad proteica in
vitro superan el 90% después del tratamiento con pancreatina con un valor
maximo de 99.66 + 0.15 % al finalizar la hidrélisis con alcalasa. La evolucién
de la concentracion de proteinas se muestra en la Figura 9 donde se observa
una marcada reduccion de las proteinas tras el tratamiento enzimatico
disminuyendo la concentracion de proteinas inicial (32.5 mg/mL) en mas del
99% hasta el valor minimo de 0.15 mg/mL tras el tratamiento con pepsina,
pancreatina y alcalasa.

Tabla 10. Digestibilidad proteica in vitro del CP de tarwiy el GH determinado
a lo largo de la hidrélisis secuencial con diferentes enzimas proteoliticas

CONCENTRACION GRADO DE

MUESTRA DE PROTEINA HIDROLISIS
(mg/mL) A)

CcP 32,5 - 3.88 £ 0.47

HP 20.67 34.43 +2.79 10.00 + 2.07

HPP 2.84 90.69 + 0.81 17.99 + 4.01

HPPA15 0.26 99.33 +0.19 35.56 + 1.26

HPPA30 0.26 99.36 + 0.25 38.46 + 2.07

HPPA60 0.34 99.29 + 0.49 40.81 +0.16

HPPA138 0.15 99.66 + 0.15 46.12 £ 2.77

DPIV: Digestibilidad proteica in vitro, CP: Concentrado proteico de Lupinus mutabilis, HP:
Hidrolizado proteico obtenido con pepsina, HPP: Hidrolizado proteico obtenido con pepsina
y pancreatina, HPPA15: Hidrolizado proteico obtenido con pepsina, pancreatina y alcalasa
(15 min), HPPA30: Hidrolizado proteico obtenido con pepsina, pancreatina y alcalasa (30
min), HPPAG60: Hidrolizado proteico obtenido con pepsina, pancreatina y alcalasa (60 min)
y HPPA138: Hidrolizado proteico obtenido con pepsina, pancreatina y alcalasa (138 min).
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CONCENTRACION DE PROTEINA
(mg/mL)

35
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20
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CP HP

Figura 9. Evolucion de la concentracién de proteina durante la hidrdlisis
secuencial del CP de Lupinus mutabilis.

CP: Concentrado proteico de Lupinus mutabilis, HP: Hidrolizado proteico obtenido con
pepsina, HPP: Hidrolizado proteico obtenido con pepsina y pancreatina, HPPA: Hidrolizado
proteico obtenido con pepsina, pancreatina y alcalasa (15 min), HPPA30: Hidrolizado
proteico obtenido con pepsina, pancreatina y alcalasa (30 min), HPPAG60: Hidrolizado
proteico obtenido con pepsina, pancreatina y alcalasa (60 min) y HPPA138: Hidrolizado
proteico obtenido con pepsina, pancreatina y alcalasa (138 min).

Inhibicion de la dipeptidil peptidasa IV

El ICso de inhibicién de la DPP-IV en las fracciones peptidicas, hidrolizado
pepsina-pancreatina-alcalasa y concentrado proteico se muestran en la
Tabla 11. El concentrado proteico no presenté actividad inhibitoria de la DPP-
IV, mientras que el mejor efecto inhibitorio de la DPP-IV se observé en la
fraccion peptidica menor a 3 kDa (UF3) con un ICso de 0.06 £ 0.00 mg
pétido/mL
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Tabla 11. Actividad inhibitoria de la DPP-IV (ICso0) en el tarwi.
INHIBICION DE LA DPP-IV

MUESTRA (ICs0)
mg péptido/mL

CcP No detectada
HPPA 0.41 £0.03
UF1 0.18 £ 0.02*
UF2 0.14 £ 0.02*
UF3 0.06 + 0.00*

CP: Concentrado proteico, HPPA: Hidrolizado proteico obtenido con pepsina, pancreatina
y alcalasa, UF1: Fraccion peptidica mayor a 10 kDa, UF2: Fraccion peptidica entre 3y 10

kDa y UF3: Fraccion peptidica menor a 3 kDa.
* p<0.05 frente a HPPA (Test Student-Newman-Keuls)
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VI. DISCUSION

La DM2 es una enfermedad que se caracteriza por la desregulacidén de los
niveles de glucosa que se ha convertido en uno de los problemas de salud
de mayor crecimiento del siglo, superando el 2021 los 500 millones de
pacientes y generando gastos de cientos de billones de dolares a nivel
mundial (4,6). El impacto generado por ésta enfermedad crénica no
transmisible ha motivado la busqueda de compuestos terapéuticos
alternativos de origen natural para ser usados dentro del esquema de
tratamiento complementario y de prevencién de complicaciones en diversos
estudios (18-24,38-41,51-56).

Entre las fuentes de origen vegetal las leguminosas y en particular las
proteinas del género Lupinus vienen siendo ampliamente estudiadas por su
gran calidad proteica, contenido en fibra y minerales. Tambien, los péptidos
obtenidos a partir de estas semillas han mostrado actividades que podrian
ser beneficiosas para el manejo de la diabetes (9,16,25,26,48).

El objetivo del presente trabajo fue evaluar la actividad inhibidora de enzima
DPP-1V de fracciones peptidicas de semillas de Lupinus mutabilis (tarwi). El
proceso de obtencién del concentrado proteico inici6 con la etapa del
deslupinizado donde se extraen los alcaloides quinolizidinicos presentes en
la semilla, principalmente Ilupanina, D-lupanina, esparteina, 3-
hidroxilupanina y 13-hidroxilupanina, los cuales son téxicos y le brindan un
sabor amargo al consumirlos (31,47). A continuacién, el proceso continué
con el deslipidizado asegurando de este modo el incremento del porcentaje
de proteinas del residuo y también la reduccién de compuestos no polares
que se unen a los residuos aminoacidicos que dificultan la extraccién
posterior de las proteinas (57). Teniendo en consideracién que el contenido
de lipidos de la semilla desamargada es de alrededor de 20.44%, se
incrementa la importancia de esta etapa previa a la obtencion del
concentrado proteico (31). Estudios previos realizados con el tarwi reportaron
el uso de etanol, éter de petréleo y n-hexano para esta etapa, donde éstos
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dos ultimos solventes fueron usados con mayor frecuencia, sin embargo, se
opt6 por el uso del etanol por ser mas econémico y amigable con el
ambiente, considerando también lo reportado por Intiquilla (30) donde no se
encontraron diferencias en los perfiles proteicos obtenidos de semillas
desengrasadas con un solvente mas apolar como n-heptano (27,48,52,58-
61).

La harina deslupinizada y deslipidizada fue utilizada para la obtencién del
concentrado proteico usando la solubilizacion alcalina y posterior
precipitacion en el punto isoeléctrico con lo que se obtuvo un porcentaje de
proteinas de 80.17%, similar al valor de 76.74% y 78.04% reportado por
Intiquilla (30) y Aguilar-Acosta (62). Por otro lado, en algunas investigaciones
con Lupinus mutabilis obtuvieron menores rendimientos al obtenido con el
presente estudio como lo reportado por Acufia y Caiza (63) que obtuvieron
un valor de porcentaje de proteinas del 72.2%, asi como Curti et al (52) que
obtuvieron un porcentaje de 69.36%, las diferencias se encontrarian en el
meétodo de obtencion del concentrado proteico utilizado, ya que en en la
primera referencia no se realizé el proceso de deslipidizado ni deslupinizado
lo que pudo afectar en el rendimiento final, mientras que en el caso de la
segunda referencia se realiz el proceso de extraccion a pH neutro en lugar

de un valor alcalino, donde se presenta mayor solubilidad de las proteinas.

Otros estudios realizados con tarwi donde se realizdé un tamizado previo al
deslipidizado generaron porcentajes de proteinas de 75.9% y 89.2% para el
concentrado proteico, esto seria debido al aumento de la superficie de
contacto con el solvente que extrae los lipidos favoreciendo asi el aumento
de proteinas del residuo, cabe mencionar que en el segundo caso se obtuvo
un porcentaje elevado a pesar de que solo se usé agua para la extraccién,
sin embargo, el material base fue semillas sin cascara lo cual afectaria el

peso sobre el cual se calcula el porcentaje de proteinas (48,59).

46



Otras leguminosas también han mostrado elevado porcentajes en sus
extracciones de proteinas, por ejemplo Ruiz-Lopez et al (64) mencionan en
su revision que se han reportado aislados proteicos de Lupinus campestris
(93.2%), Lupinus exaltatus (95%) y Lupinus elegans (95%), asi tambien
Embaby, Swailam y Rayan (65) obtuvieron un rendimiento de 91.8% en el
aislado proteico de Acacia tortilis (Forssk.) todos estos con valores que
superan el 90% de rendimiento a pesar de que el contenido proteico en el
andlisis proximal de las semillas de las especies mencionadas se encuentran
entre 32 a 45% lo cual es muy similar a lo reportado para el tarwi (40-50%)
(48,66). La diferencia en el rendimiento de extraccion, podria deberse a las
condiciones de deslipidizacion, las caracteristicas de las proteinas de cada
especie, condiciones agrondémicas del cultivo, al proceso de deslupinizado

del tarwi, entre otras (61).

En estudios previos en Lupinus mutabilis reportan que el perfil proteico del
CP comprenden proteinas de tamanos entre 10 y 58.92 kDa, donde el
contenido principal son albuminas y globulinas (conglutinas a, B, y y 9),
mientras que las prolaminas y glutelinas tambien estan presentes pero en
muy baja cantidad, este rango de tamafos de proteinas tambien fue
previamente observado por Intiquilla (30) y estos resultados concuerdan con
los valores de peso molecular obtenidos en el perfil electroforético mostrado
en la figura 7 con bandas de mayor intensidad en tamaros de 30, 35, 40, 45,
50 y 60 kDa (47). El mayor porcentaje de proteinas presentado en la figura
7 se encuentra a 50 kDa muy similar a lo encontrado por Czubinski, Grygier
y Siger (61), donde el 56.40% del total de proteinas extraidas correspondian

a un peso molecular de 48.28 kDa.

El concentrado proteico obtenido de las semillas de tarwi fue sometido a un
tratamiento de hidrélisis enzimatica secuencial con el objeto de generar
péptidos mas facilmente absorbibles que las proteinas intactas; usando
primero la pepsina y pancreatina (mezcla enzimatica de tripsina,
quimiotripsina, elastasa, exopeptidasa A y exopeptidasa B) con el objetivo
de mimetizar el medio gastrointestinal (29,48). Luego, se utilizé la enzima
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alcalasa considerando el amplio uso de esta serin endopeptidasa en
diversos estudios de obtencién de hidrolizados con actividad bioldgica
antidiabética y su gran afinidad por los residuos de acido glutamico como
sitio de corte, siendo este aminoacido reportado en mayor porcentaje
(24.08%) en el concentrado proteico de Lupinus mutabilis obtenido por un
método similar al del presente estudio (67).

En la figura 8 se evidencia que las bandas de proteinas de mayor peso
molecular fueron disminuyendo su definicion y nitidez a medida que la
hidrélisis iba transcurriendo hasta no observarse bandas definidas al
culminar el proceso. Este efecto se puede confirmar en la tabla 10 que
muestra un incremento del grado de hidrélisis y por el contrario en la

concentracion de proteinas que se redujo en un 99.54% del valor original.

Asi tambien la hidrélisis del concentrado proteico de tarwi se relaciona con
el aumento del valor de la digestibilidad proteica in vitro (DPIV), donde se
encontraron valores por encima del 90% tras la hidrdlisis con pepsina y
pancreatina, lo que evidencia la optima disponibilidad de sus proteinas
comparables con las de origen animal. Estudios previos de DPIV con
diferente metodologia obtuvieron valores similares para Lupinus
angostifolius (87.6% y 86.3%), Lupinus cosentinii (89%), Lupinus hispanicus
(88.5%), Lupinus Luteus (88.5%), Lupinus Micranthus (87.5%), que
evidencia el potencial de las semillas de esta familia de leguminosas (68,69).

Por otro lado, un estudio realizado en arveja por Rieder et al (70) utilizando
pepsina y pancreatina para el ensayo de DPIV reportaron un valor de 88%
para un concentrado proteico que fue sometido a calentamiento durante la
extraccion (similar al tratamiento termico del presente estudio durante el
deslupinizado) y solo 69% cuando no fue sometido a este proceso. Esta
diferencia seria ocasionada porque las leguminosas presentan inhibidores
de la tripsina que son inactivadas con calor y tambien debido a que la
temperatura desnaturaliza parcialmente las proteinas lo que favorece el corte
enzimatico (69).
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En relacion al grado de hidrolisis (GH) en la tabla 10, tras el tratamiento con
pepsina se evidencia un valor de 10 £ 2.07%, el cual es inferior al valor de
31.12 £ 2.4% de GH reportado por Kamran, Phillips, Harman y Reddy (28)
para el hidrolizado de Lupinus angostifolius quienes usaron la misma
enzima; probablemente debido al mayor tiempo de accién de la enzima (30
min adicionales) comparados con este estudio y que el porcentaje de
proteinas del CP de L. angostifolius usado para la hidrélisis era del 95%

superior al 80.17% usado en tarwi.

Se observé tambien que el GH tras la actividad de la pepsina y pancreatina
en el CP de tarwi fue de 17.99% que es un valor similar al reportado por
Tapadia et al (29) para L. angostifolius (aproximadamente 20%), en este
estudio el concentrado proteico fue sometido a tratamiento con pepsina por
240 min y pancreatina por 240 min adicionales; donde se observa que
tiempos mas prolongados usando estas enzimas no tienen mayor impacto

en el grado de hidrdlisis de leguminosas.

Es importante mencionar que se han reportado diferencias notorias entre los
grados de hidrdlisis obtenidos entre legumbres, por ejemplo para Lupinus
angostifolius y Lupinus albus donde a pesar de que en ambos casos se usé
la enzima alcalasa bajo condiciones similares de temperatura y pH por un
tiempo de 2 h se obtuvieron GH de 40.54% y 25%, respectivamente. Estas
diferencias probablemente se generan por las caracteristicas de la obtencion
del concentrado proteico, diferencias del perfil proteico entre especies (por
ende de la afinidad con las enzimas) y condiciones agronémicas del cultivo
que pueden afectar la expresion de ciertas proteinas (61,71,72).

El valor maximo de GH del presente estudio fue de 46.12% tras 138 min de
actividad de la alcalasa, similar al valor de 45.33% reportado por Intiquilla
(30) con el mismo esquema enzimatico pero con el tiempo de accién de la
alcalasa de 120 min; sin embargo se obtuvieron valores inferiores al 56.33%
de GH reportado por Chirinos et al (48) en tarwi usando el esquema alcalasa
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(60 min) y flavourzima (180 min) pero superiores al esquema alcalasa (60
min) y flavourzima (60 min) con un valor de GH de 40.16% del mismo estudio.
Estos resultados resaltan la buena sinergia entre ambas enzimas debido a
la afinidad de la flavourzima por los aminoacidos hidrofébicos que libera la

alcalasa tras realizar el corte enzimatico.

Otro estudio realizado en tarwi utilizando la enzima Papaina por 10 min
reportdé un valor de GH de 9.12% y al someterlo secuencialmente a un
tratamiento con flavourzima por 40 min el GH se elevé hasta 51.13%, valor
superior al encontrado en el presente estudio (63). Por otro lado, para
Lupinus angostifolius hidrolizado solo con flavourzima por 1 h gener6 un GH
de 65.92 *+ 4.61% tambien superior al valor obtenido para tarwi lo que
confirma la gran afinidad de la flavourzima con las proteinas de tarwi y
legumbres de la familia Lupinus, superando incluso a la enzima alcalasa que
reconoce una gran cantidad de aminoacidos y es de amplio uso en
investigacion y al nivel industrial; pero, es importante mencionar que el
porcentaje obtenido en nuestro estudio sugiere la presencia de péptidos de
potencial bioactivo (63,67).

En las ultimas décadas se ha evidenciado el potencial dafio generado por la
diabetes no controlada como neuropatias, nefropatias, dafno visual, dificultad
de cicatrizacién, pie diabetico y enfermedades periodontales, por lo que
diversos estudios se enfocan en el control y tratamiento de la diabetes. Una
de las dianas terapeuticas abordadas con gran expectativa son los
inhibidores de la dipeptidil peptidasa IV (DPP-IV), que en la industria
farmacedutica se les conoce como las gliptinas; sin embargo han mostrado
efectos adversos preocupantes que incluyen insuficiencia hepatica y falla
cardiaca entre los mas graves, lo que abre la posibilidad de usar fuentes
naturales por ser de menor riesgo de efectos adversos, de bajo costo y con
mayor accesibilidad para el ciudadado comun (9,11).

Una serie de investigaciones demuestran que los metabolitos obtenidos de
vegetales como alcaloides, flavonoides, terpenoides, fenoles, glicésidos y
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péptidos (con especial interés en estos ultimos) tienen efecto inhibitorio
sobre la DPP-IV con impacto potencial beneficioso en la homeostasis de la
glucosa (6,15,27). En este sentido la evaluacién de la posible actividad
hipoglicemiante de las fracciones peptidicas de tarwi fue usando el ensayo
de inhibicion de la DPP-IV, no encontrando actividad en el concentrado
proteico; pero que tras la hidrolisis con pepsina, pancreatina y alcalasa
(HPPA) present6é un ICso de 0.41 + 0.03 mg/mL que denota una actividad
inhibitoria promisoria del tarwi, considerando otro estudio que utilizé las
mismas enzimas en la leguminosa Vigna unguiculata obteniendo un valor
menor de 0.58 mg/mL de I1Cso0 (73). Otros estudios realizados en hidrolizados
con pepsina y pancreatina de cereales y leguminosas tales como la cebada,
trigo sarraceno, avena, quinua y frejol variante Navy mostraron valores de
ICs0 de 3.91 mg/mL, 1.98 mg/mL, 0.99 mg/mL, 0.23 £ 0.01 mg/mL y 0.093
mg/mL donde solamente el hidrolizado de frejol variante Navy y la quinua,
presentaron inhibicion superior a nuestra investigacion debido
probablemente al proceso hidrolitico pues en estos 2 estudios la muestra se
sometido a 4 h de actividad enzimética favoreciendo asi la liberacion de
péptidos bioactivos (6,9,15,67,74).

En adicion estudios realizados en tarwi como el de Chirinos et al (48) reporta
un ICso de 3.21 + 0.04 mg/mL al hidrolizar las proteinas con la enzima
alcalasa por 120 min muy inferior al de nuestra investigacion, por lo que la
hidrélisis generada con las enzimas pepsina y pancreatina tendrian un
impacto muy positivo sobre la actividad inhibitoria de la DPP-IV; sin embargo
es importante acotar que un exceso de hidrélisis puede tener un efecto
contraproducente en la actividad biolégica tal como lo muestra este mismo
estudio al usar alcalasa y flavourzima por 4 h con un GH superior al obtenido
con nuestro HPPA, pero, que reporta un ICso de 2.13 £ 0.02 mg/mL que es
4 veces menor al encontrado para nuestro hidrolizado de tarwi. En este
sentido Rivero-Pino et al (16) también encontraron valores mucho menores
al de nuestro estudio para 7 fuentes vegetales hidrolizadas por 7 h con las
enzimas alcalasa, tripsina y flavourzima detectando valores de ICso entre
2.68 £0.18 mg/mLy 5.41 + 0.39 mg/mL.
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Por otro lado, el uso de otras enzimas diferentes a las empleadas en nuestro
estudio han evidenciado menor efectividad al generar péptidos con actividad
inhibitoria de la DPP-IV, con valores de ICso hasta mas de 3 veces el
encontrado para el HPPA como lo reportado en arroz (umamizima G),
salvado de arroz (bioprase SP), quinua (papaina) y mani mambara
(termolisina) con ICs0 de 1.45 £ 0.13 mg/mL, 2.3 £ 0.1 mg/mL, 0.88 = 0.05
mg/mL y 1.733 mg/mL, respectivamente (6,11,15).

Es importante mencionar que las metodologias de mayor uso para optimizar
el efecto bioactivo son el fraccionamiento cromatografico o la ultrafiltracion,
para el HPPA usamos ésta ultima evidenciando un incremento muy notable
en la actividad inhibitoria de la DPP-IV en la fraccién con péptidos menores
a 3 kDa (UF3) con un ICso de 0.06 = 0.00 mg/mL, este incremento derivado
del fraccionamiento tambien ha sido reportado previamente por Bollati et al
(25) que encontraron que la fraccion menor a 3 kDa de los hidrolizados de
soyay arveja tuvieron un ICso de 0.82 £ 0.01 mg/mL y 1.00 £ 0.01 mg/mL asi
también por Patil et al (15) donde la fraccidn menor a 5kDa del hidrolizado
de quinua present6 el mayor potencial inhibitorio de la DPP-IV con un ICso
de 0.31 £0.01 mg/mL y ambos estudios son consistentes con lo mencionado
en una revision realizada con Liu et al (7) donde el 80% de todos los péptidos
que tenian actividad inhibitoria con 1Cso menor a 1000 pM pesaban menos
de 0.5 kDa. Esto se deberia a que la DPP-IV de acuerdo a la literatura posee
entre 2 a 3 “bolsillos” (S1, S2 y S3) de interaccion que presenta cierta afinidad
por cierta caracteristica de la cadena aminoacidica de los péptidos
inhibidores; entre ellos seria el caracter hidrofébico del aminoacido N-
terminal que serviria para unirse al “Bolsillo” S1, tamafo de cadena entre 2
a 8 aminoécidos, con presencia de prolina, alanina, glicina o hidroxiprolina
como P1 por su afinidad del sitio activo de corte de la DPP-IV (Ser, Asn e
His) acompanado por Leu, Val, Phe, Ala o Gly, también es frecuente en
péptidos inhibidores de la DPP-1V un aminoacido P2 de caracter hidrofdbico,
basico o neutral con cadenas voluminosas como triptéfano o tirosina, asi
como que P3 no debe ser prolina o hidroxiprolina; sin embargo esto no es
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determinante ya que en algunos casos la mayor actividad inhibitoria de la
DPP-1V no la presenté la fraccidn peptidica con menor peso molecular, tal
como lo evidenciado en hidrolizados de arveja, soya, lupino, lenteja, quinua
y papa donde la fraccién entre 0.8 y 3 kDa presenté la mayor actividad con
resultados de ICso entre 1.16 £ 0.04 y 2.09 + 0.04 mg/mL; asi tambien en el
caso de hidrolizado de soya donde la fraccion entre 5 a 10 kDa presento la
mayor actividad presenté un ICso de 0.91 + 0.01 mg/mL muy superior al valor
de 2.21 £ 0.15 mg/mL obtenido con la fraccion menor a 5 kDa, esto sugiere
que algunos péptidos de mayor tamafo de cadena podrian participar
también en la inhibicion de la DPP-IV evitando su formacion dimérica activa,
actuando sobre un sitio de unién secundario o impidiendo la unién de su
sustrato al sitio activo (7,9,16,26,55). Todas las fracciones peptidicas del
tarwi (UF1, UF2 y UF3) sugieren una potente actividad inhibitoria de la DPP-
IV, donde la UF3 tiene una actividad superior a los valores reportados en
otras fuentes vegetales, solamente inferior a la actividad reportada en
péptidos purificados como lo reportado para KTYGL, IPI, IPA con ICso de
0.03 £0.01 mg/mL, 5 uM 28.3 uM, respectivamente (7,15).

Los resultados obtenidos en esta investigacion evidencian un gran potencial
de los hidrolizados de tarwi; sin embargo es necesario elucidar los péptidos
de mayor actividad en la UF3 del hidrolizado, su biodisponibilidad, impacto
in vivo y otros estudios relacionados. de este modo determinar su posible
utilizacion dentro del manejo de la diabetes.
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VII. CONCLUSIONES

Se extrajeron las proteinas de Lupinus mutabilis (tarwi) a través de la
solubilizacion de éstas en medio basico y posterior precipitacién en medio &cido
obteniendo un contenido proteico de 80.17%, que ademas correspondian con
proteinas de pesos moleculares aproximados de 30, 35, 40, 45, 50 y 60 kDa de

acuerdo con el perfil electroforético.

La hidrdlisis del concentrado proteico de tarwi, se realizé secuencialmente con
pepsina, pancreatina y alcalasa obteniendose por cada etapa el porcentaje de
grado de hidrélisis de 10.00 = 2.07, 17.99 + 4.01 y 46.12 + 2.77%,

respectivamente.

El hidrolizado final obtenido se sometié a ultrafiltracién obteniendo tres
fracciones peptidicas UF1 (peso molecular mayor a 10kDa), UF2 (peso

molecular entre 3y 10 kDa) y UF3 (peso molecular menor a 3kDa).

Todas las fracciones peptidicas obtenidas UF1, UF2 y UF3 presentaron
actividad inhibitoria sobre la enzima dipeptidil peptidasa IV (DPP-1V) con
valores de ICso de 0.18 £ 0.02, 0.14 £ 0.02 y 0.06 + 0.00, respectivamente.

La fraccion UF3 con péptidos de menor tamano fue la responsable de una
potente actividad inhibitoria de la DPP-IV, por lo que podria ser empleado
dentro del esquema terapéutico o complementario en la diabetes mellitus.
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Vil. RECOMENDACIONES

Purificar la UF3 que le atribuyen la potente actividad inhibitoria de la DPP-IV.

Secuenciar los péptidos purificados que posean la mejor actividad inhibitoria de

la DPP-1V y realizar estudios in vivo para validar el efecto.

Favorecer la administracion del péptido secuenciado por técnicas de

nanoencapsulacion, nanoemulsiones u otra similar.
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X. ANEXOS

a. FLUJOGRAMA DE OBTENCION DEL CONCENTRADO PROTEICO

DESLUPINIZACION DESLIPIDIZACION OBTENCION DEL CP
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[ \ Reducir el tamafio
\ INICIO ] ——= de particula con un Hidratar la harina con Relacion plv : 1/25
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—_— I
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-~ -~
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A J

P—
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R, |

(

&Se completaron 6 ciclos de
desgrasado?

Filtrar y secar harina

adaz2°c

Y

Cernir la harina por

tamiz de malla #60

R~

Ajustar a pH 10 con
NaOH 1N y licuar por
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Filtrar la suspension
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Centrifugar la
suspension a 4°C

Liofilizar el residuo

FIN DEL
PROCESO

por 1 hora

Velocidad: 1317 g
Tiempo: 12 minutos

Temperatura: - 47°C
Presion: 0.004 mbar
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