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RESUMEN

Los padecimientos inflamatorios han constituido un problema de salud publica,
por lo que una amplia gama de farmacos han sido utilizados para su tratamiento; sin
embargo, éstos presentan efectos secundarios y elevado costo. Diversos grupos de
investigacion han buscado en las plantas, moléculas con potencial actividad anti-
inflamatoria que pudieran presentar ventajas clinicas y econémicas a los farmacos
existentes. Entre estas plantas se encuentra Salvia hispanica L. (chia), un alimento
funcional cuyas semillas han demostrado ser fuente de proteinas y péptidos. Entonces,
se estableci6 como objetivo de este estudio evaluar el efecto anti-inflamatorio del
hidrolizado proteico y fracciones peptidicas aisladas de las semillas de S. hispanica L.
Las semillas fueron procesadas para la elaboracion del aislado proteico. Se realiz6 la
obtencion del hidrolizado proteico (dos lotes) y se determiné el grado de hidrdlisis. Las
fracciones peptidicas fueron obtenidas por ultrafiltracibn y las concentraciones de
proteinas de los derivados proteicos se determinaron siguiendo el método de Bradford.
El efecto citotoxico de los derivados de un lote fue evaluado por el ensayo con MTT en
macrofagos aislados de ratones BALB/c, mientras que la actividad in vitro fue
determinada mediante la cuantificacion de NO, H,O,, IL-183, IL-6, IL-10 y TNF-a. Se
selecciond la fraccion de 1-3 kDa para su evaluacion in vivo en modelos de edema
plantar inducido por carragenina, edema auricular inducido por TPA e hipersensibilidad
retardada inducida por DNFB. El aislado present6 un 90.29% de proteinas en base
seca. Los lotes 1 y 2 del hidrolizado exhibieron un grado de hidrdélisis de 38.31 vy
39.83%, respectivamente. El contenido proteico de los derivados de ambos lotes no
mostrd diferencias significativas. Los derivados no mostraron efectos téxicos
significativos en la viabilidad celular, pero ocasionaron una disminucion en los niveles
de NO, H,0,, IL-1B, IL-6 y TNF-a, asi como un aumento en la produccion de IL-10.
Asimismo, la fraccion de 1-3 kDa demostr6 efectos inhibitorios significativos en el
edema auricular y el edema del ensayo de hipersensibilidad retardada. En conclusién,
los derivados proteicos de S. hispanica L. presentaron efectos anti-inflamatorios,
aportando informacion sobre el papel de esta planta en los mecanismos del proceso
inflamatorio.






ABSTRACT

The inflammatory diseases have been a public health problem and a wide
range of drugs have been used for their treatment. However, these drugs have
demonstrate side effects and high cost. Research groups have searched the plants for
molecules with potential anti-inflammatory activity that could present clinical and
economic advantages to existing drugs. Salvia hispanica L. (chia) is one of these
plants, which are a functional food whose seeds have been shown to contain a high
amount of proteins and peptides. Then, the objective of this study was to evaluate the
anti-inflammatory effect of protein hydrolysate and peptide fractions isolated from S.
hispanica L. seeds. The seeds were processed for the preparation of a protein isolate.
Later, the protein hydrolysate was obtained (two batches) and the degree of hydrolysis
was determined. An ultrafiltration step was carried out to obtain the peptide fractions
and the protein concentrations of protein derivatives were determined by the Bradford
method. The cytotoxic effect of protein derivatives from one batch was evaluated by the
MTT method on macrophages isolated from BALB/c mice. Likewise, the in vitro anti-
inflammatory activity was determined by quantifying the NO, H,O,, IL-1(3, IL-6, IL-10
and TNF-a levels. The 1-3 kDa fraction was choose for evaluation on in vivo models of
carrageenan-induced paw edema, TPA-induced ear edema and DNFB-induced delayed
hypersensitivity. The protein isolate presented 90.29% of proteins in dry basis. The
batches from protein hydrolysate exhibited a hydrolysis degree of 38.31 (batch 1) and
39.83% (batch 2). The protein concentrations of the batches from the protein
derivatives did not show significant differences. The protein derivatives did not show
significant toxic effects on cell viability, but they caused a decrease in the NO, H,0,, IL-
18, IL-6 and TNF-a production, while an increase in the release of IL-10 was observed.
The 1-3 kDa fraction showed significant inhibitory effects on ear edema and induced
edema of delayed hypersensitivity test. In conclusion, the protein derivatives isolated
from S. hispanica L. presented anti-inflammatory effects, providing information on the
role of this plant in the mechanisms of the inflammatory process.
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INTRODUCCION

La inflamacién ha sido descrita como la respuesta hacia una infeccion o
lesion. El proceso inflamatorio es universalmente asociado con diabetes, cancer,
trastornos cardiovasculares y trastornos neurodegenerativos.*

Las primeras sefiales de inflamacién denotan un infiltrado de monocitos y
células dendriticas hacia el tejido. También se puede observar una acumulacién de
neutréfilos.? Estas Ultimas células lideran la respuesta inflamatoria mediante la
destruccion y remocién de particulas extrafias y tejido dafiado, para que
posteriormente los macrofagos se encarguen de continuar con el proceso de
fagocitosis.® Asimismo, los macréfagos secretan citocinas que estan relacionadas con
las reacciones inflamatorias, ya sea estimulando a otras células para la produccion de
otras citocinas u ocasionando dolor patolégico.*

Diversos farmacos son utilizados para el tratamiento de las enfermedades
inflamatorias. Sin embargo, los farmacos anti-inflamatorios usados clinicamente
presentan una multitud de efectos secundarios y un elevado costo. Es por ello que la
comunidad cientifica ha encontrado en los productos naturales una fuente de agentes
anti-inflamatorios eficaces, ya que se han identificado muchos compuestos bioactivos
que posteriormente han sido utilizados para el desarrollo de medicamentos.®

Entre estas plantas se encuentra Salvia hispanica L. (conocida como chia), de
la cual se han identificado varios metabolitos, entre los que se encuentran miricetina,
qguercetina, kaempferol y acidos grasos, los cuales son responsables de sus
propiedades antidiabéticas, antioxidantes, antihipertensivas, entre otras.® Ademas, se
ha reportado que las semillas de S. hispanica L. representan un recurso importante de
proteinas y péptidos con actividad biolégica.” Por otra parte, los péptidos bioactivos
derivados de la hidrélisis enzimatica de proteinas alimentarias han demostrado un gran
potencial para su aplicacibn contra numerosas enfermedades, incluyendo
padecimientos de caracter inflamatorio.® Sin embargo, hasta la fecha no se han
encontrado estudios que reporten el efecto anti-inflamatorio de hidrolizados proteicos o
péptidos derivados de las semillas de S. hispanica L. Es por ello que se planteé como
objetivo de este estudio evaluar la actividad anti-inflamatoria del hidrolizado proteico y
de las fracciones peptidicas aisladas de las semillas de S. hispanica L., tanto en
modelos in vitro como in vivo.






ANTECEDENTES

Enfermedades inflamatorias

La inflamacion es una respuesta protectora, desencadenada por el organismo,
gue tiene como finalidad eliminar estimulos perjudiciales y fungir como un proceso de
reparacion del tejido dafiado.’ La respuesta inflamatoria tipica esta conformada por
inductores, sensores, mediadores y tejidos diana. Los inductores son moléculas
asociadas a patégenos o dafio tisular e inician la respuesta inflamatoria.’® Estos son
detectados por sensores como los receptores de reconocimiento de patrones (PRR)
expresados en macréfagos y células dendriticas.” Dichos sensores inducen la
produccion de mediadores inflamatorios como citocinas, quimiocinas y prostaglandinas,
que actuan sobre diversos tejidos diana para optimizar su adaptacion a las condiciones
perjudiciales causadas por los inductores.’® Entonces, el proceso inflamatorio puede
ser provocado por una variedad de estimulos nocivos y debido a esto, las respuestas
inflamatorias son muy variadas en cuanto a los tipos de células y mediadores
moleculares implicados.*

Un factor importante a tomar en consideracion es el curso temporal de la
inflamacién. La inflamacién aguda abarca las respuestas inmediatas y tempranas hacia
un agente nocivo y se resuelve de manera rapida.'' Estas repuestas involucran
mecanismos de la inmunidad innata y adaptativa, donde intervienen una amplia
variedad de citocinas, quimiocinas y mediadores lipidicos secretados por las células
tisulares residentes.'” Una vez que el antigeno es removido, la respuesta inflamatoria
termina y el tejido reparado recupera su funcionalidad. En cambio, la inflamacion
cronica se produce cuando el estimulo prejudicial persiste, asociandose a una variedad
de trastornos cardiovasculares, metabolicos y neurodegenerativos.* Por ejemplo, la
artritis reumatoide se caracteriza por un estado inflamatorio sistémico que abarca
varios 6rganos, como articulaciones, piel, 0jos, pulmones y vasos sanguineos, donde
diversas poblaciones de leucocitos, citocinas y quimiocinas se infiltran en los tejidos
reumaticos e incrementan la lesién.'® De igual manera, se ha descrito que las células
dendriticas y los linfocitos T colaboran en la iniciacion y progresion de la esclerosis
multiple, la cual es definida como un trastorno cronico inflamatorio de origen
autoinmune propio del sistema nervioso central.** Por otro lado, se ha demostrado la
participacion de linfocitos T CD4" y CD8", linfocitos B, células dendriticas y macréfagos
en el proceso inflamatorio de la diabetes mellitus tipo 1, padecimiento de caracter
autoinmune que se origina como consecuencia de la destruccion de las células B
productoras de insulina en los islotes de Langerhans dentro del pancreas.*



Entonces, la respuesta inflamatoria es una pieza clave en la gran mayoria de
las enfermedades humanas como consecuencia de los mediadores producidos por los
leucocitos o por las células tisulares residentes.'® También hay que considerar la
magnitud de la respuesta inflamatoria. Una débil respuesta podria resultar en una
respuesta inmune insuficiente y deficiente, mientras que la inflamacion excesiva
conduce a otro tipo de complicaciones que, si no se controlan, ocasionan alguna
patologia grave como las descritas anteriormente.**

Manifestaciones clinicas

En la antigiiedad, se describieron cinco signos del proceso inflamatorio, los
cuales consistian en vasodilatacion periférica, fiebre, dolor, aumento de Ila
permeabilidad capilar y fallo de los 6rganos, mejor conocidos como rubor, calor, dolor,
tumor y disfuncion, respectivamente.’” Hoy en dia se sabe que la mayoria de los
signos y sintomas de la inflamacién son causados por cambios en la vasculatura local
del tejido afectado. El musculo liso de las arteriolas se relaja y ocasiona vasodilatacion,
eritema y calor; ademas, se da un aumento en la presion hidrostatica de los vasos
sanguineos, lo que en combinacion con los cambios en la permeabilidad de la barrera
endotelial vascular, conduce la salida de fluido rico en proteinas hacia el tejido,
provocando un edema.’®

Es importante sefalar que la inflamacion y sus secuelas varian dependiendo
del sitio. La inflamaciéon normalmente comienza en un area localizada, pero se puede
propagar rapidamente hacia la periferia dependiendo de la severidad de la infeccién o
herida. Esta respuesta sistémica es activada por citocinas pro-inflamatorias, las cuales
son liberadas en la circulacion periférica provocando dafio tisular.** Estudios recientes
demostraron que las citocinas estan implicadas no s6lo en la iniciacién, sino también
en la persistencia del dolor patolégico mediante la activacién directa de neuronas
sensoriales. La interleucina 13 (IL-1B) puede producir hiperalgesia después de lesiones
en microglia y astrocitos en el sistema nervioso central, la interleucina 6 (IL-6)
contribuye al desarrollo de dolor neuropatico seguido de lesiones en nervios periféricos
y el factor de necrosis tumoral a (TNF-a) participa ocasionando hiperalgesia
inflamatoria y neuropética.”

Otros ejemplos de perturbaciones en la fisiologia del huésped que pueden ser
causadas por las respuestas inmunitarias originadas durante el proceso inflamatorio
son alteraciones en el metabolismo y en el equilibrio de electrolitos. Otros cambios
provocados como consecuencia de los mecanismos de defensa del sistema inmune
abarcan modificaciones en la presion arterial, deterioro de las funciones de absorcion
del epitelio intestinal y respiratorio, hipoxia tisular local y remodelacion excesiva de la
matriz extracelular.™



Respuestainmune innata en el proceso inflamatorio

El sistema inmune innato constituye la primera linea de defensa del hospedero
en la inflamacion y desempefia un papel importante en el reconocimiento temprano de
diversos patégenos. La respuesta innata es regulada principalmente por células
presentadoras de antigenos (CPA), como macrofagos y células dendriticas, que se
encargan de la deteccién de estructuras conservadas denominadas patrones.?® Por
consiguiente, el proceso inflamatorio inicia con el reconocimiento del agente infeccioso
o de dafio por las CPA (Figura 1). Esto es llevado a cabo mediante la deteccion de
patrones moleculares asociados a patdégenos (PAMP), los cuales son moléculas
expresadas por dichos patégenos y que son esenciales para su supervivencia. Las
alarminas o patrones moleculares asociados a dafio (DAMP) son moléculas endoégenas
que denotan dafio tisular o necrosis y también dan inicio al proceso inflamatorio.**
Estas estructuras son reconocidas a través de un numero limitado de PRR codificados
de linea germinal, como los receptores tipo toll (TLR) unidos a membrana y los
receptores con dominio de oligomerizacion de unién a nucleétidos (receptores tipo
NOD o NLR) intracelulares.”

Una vez que el reconocimiento del ligando ocurre, los TLR activan una via de
transduccién de sefiales dependiente del gen de respuesta primaria de diferenciacion
mieloide 88 (MyD88), que implica la fosforilacién de la proteina inhibidora de kB (IkB)
por la quinasa de IkB (IKK). El factor nuclear kB (NF-kB) es liberado de IkB y
translocado hacia el ndcleo, donde la transcripcion de genes induce la expresiéon de
citocinas pro-inflamatorias tales como TNF-a, IL-6 e interferén y (IFN-y).** La actividad
transcripcional del NF-kB se termina mediante inhibidores de la familia IkB, donde IkBa
es el mas estudiado. IkBa recién sintetizado entra en el nulcleo, remueve el NF-kB del
acido desoxirribonucleico (ADN) y lo traslada al citosol. En la inflamacién aguda, estos
bucles de retroalimentacién negativa generalmente resultan en la desactivacion
completa del NF-kB. Sin embargo, en la inflamacién cronica, la presencia persistente
de los estimulos que activan al NF-kB supera los circuitos de retroalimentaciéon
negativa, permitiendo una elevada actividad del NF-kB.*

Por otra parte, los NLR intracelulares responden a un nimero creciente de
DAMP, lo que proporciona una via proxima para detectar la exposicion a toxinas o
contaminantes del medio ambiente. Estos NLR intracelulares activan a la caspasa 1,
que tiene como funcién convertir a ciertas citocinas (principalmente IL-1B) hacia sus
formas activas, con la finalidad de provocar dafio inflamatorio después de ser liberadas
de la célula.™
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Figura 1. Inicio del proceso inflamatorio. A) Induccién de la inflamacion por los
estimulos antigénicos. B) Reconocimiento de los agentes perjudiciales por los
receptores de membrana e intracelulares. C) Activacion de las vias de sefializacion
correspondientes. D) Produccidn y liberacion de citocinas pro-inflamatorias (modificada
de la referencia 11).
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Las citocinas son potentes moléculas de sefializacion de bajo peso molecular
gue median la comunicacion intercelular y son producidas por varios tipos celulares.
Estas proteinas participan en una amplia variedad de procesos, como la proliferacion
celular, el metabolismo, quimiotaxis y reparacion tisular. Ademas, tienen como funcién
primordial la regulacién de la inflamacion local y sistémica. La IL-1B es producida
principalmente por monocitos y macréfagos, asi como también por células dendriticas y
linfocitos B; estimula la produccién de proteinas de fase aguda, potencia la expansion y
diferenciacion de linfocitos T CD4", aumenta la expresion de moléculas de adhesién en
leucocitos y células endoteliales e incrementa la expresion de genes que codifican para



si misma. La IL-6 es una citocina sintetizada por macréfagos con funciones pro-
inflamatorias y anti-inflamatorias, ya que promueve la diferenciacién de linfocitos B
hacia células plasméticas y el reclutamiento de monocitos al sitio de inflamacion, pero
también regula la inhibicion de la apoptosis y la regeneracion de células epiteliales.? El
IFN-y es la citocina mas importante de la inmunidad mediada por células y es
producido por linfocitos T CD4" Th1; entre sus funciones se encuentran la de estimular
la presentacion antigénica y las funciones efectoras de los macréfagos, incluyendo la
adherencia y fagocitosis, lo que permite la acumulacion de estas células activadas en
el sitio de inflamacion. Por dltimo, el TNF-a es secretado por macréfagos, neutrofilos y
linfocitos; es considerado un potente activador de neutréfilos y un mediador del
proceso de adherencia, quimiotaxis y degranulacién, al igual que un inductor en la
expresion de moléculas de adhesion por células endoteliales, permitiendo el ingreso de
leucocitos al sitio de lesion.?®

En respuesta a su activacion por las citocinas o la estimulacién de sus
receptores por los antigenos, los leucocitos secretan diversas quimiocinas.?* Las
guimiocinas son polipéptidos con estructura homologa cuya funcién consiste en
estimular el movimiento de las células.” Quimiocinas como el ligando de quimiocina
CC2 (CCL2 o MCP1) y el ligando de quimiocina CC7 (CCL7 o MCP3) estimulan el
reclutamiento de monocitos.?* Otras quimiocinas, como el ligando de quimiocina CXC1
(CXCL1) y el ligando de quimiocina CXC2 (CXCL2) funcionan como potentes factores
quimiotacticos de neutrdfilos.?®

Estos factores quimiotacticos regulan el mecanismo de trafico leucocitario,
resumido en cuatro pasos: anclaje, rodamiento, adhesién y diapédesis (Figura 2).
Varios receptores quimiotacticos controlan el posicionamiento de los leucocitos en todo
el organismo a través de los procesos de adhesion y extravasacion desde la sangre
hacia los tejidos, asi como su localizacién intratisular mediante quimiotaxis. Integrinas y
selectinas concentradas en las puntas de las microvellosidades regulan los procesos
de anclaje y rodamiento, permitiendo la deteccion de los diversos factores
quimiotacticos que se encuentran localizados en el endotelio vascular. Como
consecuencia, los receptores quimiotacticos activados y unidos a sus respectivos
ligandos ocasionan un despliegue de integrinas que conduce rapidamente a la
adhesion y fuerte fijacion de los leucocitos en el endotelio.”” Las moléculas generadas
en el tejido extravascular o secretadas por las células vasculares penetran la pared
venular y crean un gradiente quimiotactico, lo que ocasiona el paso de los leucocitos
desde el lumen hacia el tejido extravascular.®® Finalmente, la secuencia del
reclutamiento de las células fagociticas esta compuesta por una extravasacion inicial
de neutrdfilos, seguido de una subsecuente migracion de monocitos hacia el sitio de
inflamacion.*
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Figura 2. Migracién leucocitaria. A) Anclaje. B) Rodamiento. C) Adhesion. D)
Diapédesis (modificada de la referencia 27).

En consecuencia, la ruptura de las paredes venulares no sélo proporciona un
proceso regulado que facilita la migracién de los leucocitos hacia tejidos inflamados,
sino que también actia como un proceso fundamental para que estas células
infiltradas puedan desencadenar una respuesta inmune efectiva.?®

Una vez en el sitio de lesién, los neutréfilos se encargan de fagocitar
materiales extrafios y patdgenos, eliminandolos por medio de la secrecion de enzimas
proteoliticas, para luego entrar en apoptosis. Por otro lado, los monocitos se
diferencian en macrofagos, células que poseen una vida media mas prolongada que
los neutréfilos y que colaboran con el proceso de fagocitosis.?

El proceso de fagocitosis es un mecanismo clave en la respuesta inmune
innata y requiere de dos componentes cruciales, que son la internalizacion del antigeno
y la maduracién del fagosoma. Las células fagociticas pueden internalizar particulas de
gran tamano (mayores o iguales a 0.5 ym), incluyendo microorganismos. Después de
su internalizacion, los antigenos son atrapados en una vacuola o fagosoma derivada
de la membrana plasmatica.*® Posteriormente, el fagosoma experimenta una serie de
etapas de maduracion (denominadas temprana y tardia), recibiendo material nuevo de
endosomas tempranos y tardios, al igual que eliminando moléculas que ya no son
requeridas a través de la separacion y reciclaje de endosomas. Finalmente, el
fagolisosoma es formado cuando el fagosoma tardio se fusiona con lisosomas que
contienen hidrolasas (nucleasas, lipasas, glucosidasas, proteasas y catepsinas) y un
pH altamente acido (4.5), componentes que favorecen la degradacién de los
antigenos.*

Los productos granulares comprenden el mecanismo de destruccién no
oxidativo de los neutréfilos.** Hay dos tipos de granulos, los primarios (azuréfilos o
peroxidasa positivo) y los secundarios (especificos o peroxidasa negativo), que a su
vez pueden ser subdivididos en granulos azuréfilos ricos o pobres en defensinas, al



igual que granulos peroxidasa negativo con una alta concentracion de lactoferrina,
gelatinasa y otras sustancias.®® Estas proteasas son liberadas en el fagolisosoma una
vez llevada a cabo la fusion de los granulos con el fagosoma. Durante la maduracion
del fagolisosoma, el pH intravesicular es alterado y es desplazado hacia un nivel
alcalino (8.5-9.5), proporcionando el medio ideal para la adecuada activacion de las
enzimas y una Optima funcién microbicida. Por lo tanto, la presencia y la adecuada
funcién de los granulos intracelulares son cruciales en los mecanismos de eliminacién.
Sin embargo, la activacién descontrolada de los neutréfilos en un ambiente inflamatorio
puede permitir dafios colaterales en el tejido debido a la excesiva degranulaciéon
extracelular y la liberacién de proteasas por parte de estas células.*

Los macrofagos también contribuyen con la destruccion de patégenos y
particulas extrafias a través de la produccion de especies reactivas de oxigeno (ERO),
las cuales desempefian un papel importante en la progresion de la inflamacion (Figura
3). Primero se genera el anién superéxido (O,7) por la reduccién de un electron del
oxigeno molecular (O,) a través de catélisis mediada por la dinucledtido fosfato de
nicotinamida y adenina (NADPH) oxidasa, la xantina oxidasa (XO) o durante las
reacciones de la cadena transportadora de electrones (ETC) mitocondrial. EI O,”
experimenta una dismutacion hacia peréxido de hidrogeno (H,O;) por medio de la
superéxido dismutasa (SOD) y luego, Fe?* reacciona con el H,0, para formar el radical
hidroxilo (OH). EI H,O, también es transformado a una molécula de agua (H,O) por
accion de la enzima catalasa.®

Por otro lado, los macréfagos pueden producir especies reactivas de nitrégeno
(ERN) como el 6xido nitrico (NO), el cual es formado a partir de L-arginina y O,
mediante la actividad de la sintasa endotelial del NO (eNOS), sintasa neuronal del NO
(nNNOS) o sintasa inducible del NO (iNOS). EI NO y el O, reaccionan rapidamente para
formar peroxinitrito (ONOQO"), que puede ser convertido a nitrato (NOj3) por
isomerizacion; incluso, el ONOO™ puede formar radicales secundarios a través de la
fisibn homolitica (ruptura de un enlace covalente) o la reaccion con diéxido de carbono
(CO,) de su éacido conjugado, el acido peroxinitroso (ONOOH), dando lugar a los
radicales carbonato (CO5"), diéxido de nitrogeno (NO,) u OH.*

El efecto dafino que causan las ERO y ERN sobre el cuerpo humano se
denomina estrés oxidativo. Este ocurre cuando hay un fallo en los procesos
homeostaticos y la generacion de especies reactivas empieza a exceder la capacidad
defensiva del organismo, ocasionando lesiones celulares y dafio tisular.*®
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Figura 3. Generacién de ERO y ERN (modificada de la referencia 35).

Respuesta inmune adaptativa en el proceso inflamatorio

El sistema inmune adaptativo también colabora en la inflamacién, teniendo
como funciones la eliminacion de patdégenos en la Ultima fase de un proceso infeccioso
y la generacibn de memoria inmunolégica. Ademas, la respuesta adaptativa se
caracteriza por su especificidad, la cual es atribuida al desarrollo de receptores
especificos (para antigenos en particular) presentes en los linfocitos T. Actualmente,
varios estudios han demostrado que el sistema inmune innato esta involucrado en la
activacion de los mecanismos de la inmunidad adaptativa, por lo que ambas
respuestas estan altamente relacionadas.?

Los componentes principales del sistema inmune adaptativo son las CPA y los
linfocitos, siendo estos ultimos los mediadores de la inmunidad celular (linfocitos T) y
humoral (linfocitos B).?® Las células fagociticas, encargadas de la internalizacion y
destruccién de microorganismos, también pueden presentar los péptidos de antigenos
microbianos en su superficie, promoviendo el proceso de presentacién antigénica.* El
procesamiento de los antigenos exdgenos es llevado a cabo por la accidn de proteasas
contenidas dentro del fagosoma. Asimismo, esta vacuola contiene moléculas del
complejo principal de histocompatibilidad (MHC) clase II, que se unen a los fragmentos
de antigenos y se translocan a la superficie celular, donde son reconocidos por
linfocitos T CD4". Por el contrario, los antigenos endégenos (antigenos propios de las
CPA, como productos ribosomales) son degradados por el proteasoma en pequefios
péptidos y luego son desplazados hacia el reticulo endoplasmico, donde se unen a
moléculas del MHC clase | para posteriormente ser presentados en la superficie celular
a linfocitos T CD8".%’
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Después del reconocimiento del antigeno, los linfocitos T CD8" se diferencian
a linfocitos T citotéxicos, células que expresan granulos toxicos (perforinas y
granzimas) y que eliminan células infectadas. Las perforinas favorecen la entrada de
las granzimas al citoplasma de la célula diana, para que estas uUltimas desencadenen
diversas vias de apoptosis.?®

Por otra parte, cuando los linfocitos T CD4" ThO (células sin previa exposicion
a un antigeno) son estimulados mediante los mecanismos de presentacion antigénica,
se diferencian hacia varios tipos de linfocitos efectores, como los Thl y Th2 (Figura 4).
Los linfocitos Thl intervienen en los procesos de la inmunidad celular, la respuesta
inflamatoria contra parasitos intracelulares y las reacciones de hipersensibilidad
retardada mediante la secrecion de TNF-a, IFN-y e interleucina 2 (IL-2).'* De igual
forma, la IL-2 estéa involucrada en la activacion de linfocitos natural killer (NK), linfocitos
B, linfocitos T CD8* y macréfagos.”® Por Ultimo, los linfocitos Th2 son células
importantes en la inmunidad humoral, la proteccién contra infecciones por helmintos y
las respuestas alérgicas. Estas células liberan citocinas de caracter anti-inflamatorio
tales como la interleucina 4 (IL-4) y la interleucina 5 (IL-5)."* La IL-4 induce la
diferenciacion hacia linfocitos Th2, asi como la expresion de moléculas del MHC clase
Il en linfocitos B y el cambio de isotipo de inmunoglobulina M (IgM) a inmunoglobulina
E (IgE); también inhibe la diferenciacion de monocitos a macréfagos y la produccion de
IL-1B, IL-6 y TNF-a. La IL-5 estimula la produccion de eosindfilos, funge como un factor
quimiotactico para estas células y potencia su actividad citotéxica.®

Tejido linfoide
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Figura 4. Diferenciacion de linfocitos T CD4" (modificada de la referencia 11).

Resolucion del proceso inflamatorio

La dltima fase del proceso inflamatorio es la resolucién, la cual es critica para
limitar los dafios colaterales al organismo.!* Esta etapa comprende la terminacion de
las vias de sefalizacion pro-inflamatorias y el aclaramiento de las células participantes,
culminando con la restauracion de las funciones normales del tejido.*
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Un componente importante del proceso de resolucion es asegurar que los
neutréfilos reclutados sean eliminados del sitio de lesién. Dichos procesos de
eliminacion impiden la progresiva activacion y liberacion de los mecanismos de
defensa de los neutréfilos y su consecuente dafio tisular. Entre los procesos que
conducen a la eliminaciéon de los neutréfilos se encuentran la apoptosis y eferocitosis
(fagocitosis de neutrdéfilos apoptéticos) local, al igual que la remocién de estas células a
través de los vasos linfaticos llegando hasta la superficie luminal del 6rgano
inflamado.®® Posteriormente, los macréfagos aparecen en esta etapa con la finalidad de
remover restos celulares y neutréfilos apoptéticos, por lo que se dice que son los
eliminadores clave del proceso inflamatorio.*

Los macréfagos producen mediadores lipidicos involucrados en el proceso de
resolucion. Durante esta fase, la via del acido araquidonico da lugar a la biosintesis de
resolvinas y protectinas derivadas de acidos grasos w-3 insaturados, moléculas con
caracteristicas anti-inflamatorias.*® Estos productos acttan induciendo la apoptosis de
los neutréfilos y potenciando la fagocitosis de los macréfagos, contribuyendo con la
depuracién adicional de las células apoptéticas.® Los macréfagos también producen
citocinas anti-inflamatorias como la interleucina 10 (IL-10), la cual tiene como funciones
principales la supresion de la activacion de los macréfagos y la produccién de citocinas
pro-inflamatorias (Figura 5). Esta citocina también inhibe la produccion de IFN-y, al
igual que la expresion del MHC clase Il y los mecanismos de presentacion antigénica.
Asimismo, la IL-10 reduce la actividad microbicida de macrofagos activados y
disminuye la capacidad de respuesta de dichas células al IFN-y.?

Citocinas pro- IL-1B: macréfagos, células dendriticas
IL-2: linfocitos T CD4* Th1

inflamatorias
IL-6: macrofagos
Dafo IFN-y: linfocitos T CD4* Th1
tisular \ TNF-a: macréfagos, neutréfilos, linfocitos

Infeccion —>
Citocinas anti- IL-4: linfocitos T CD4* Th2
inflamatorias IL-5: linfocitos T CD4* Th2
/ Célula Y IL-6: macréfagos

IL-10: macroéfagos
TGF-B: macrofagos

Alergia

Figura 5. Principales citocinas pro-inflamatorias y anti-inflamatorias
(modificada de la referencia 40).

Ademas, los macrofagos representan un abundante depoésito de otras
citocinas, enzimas y factores de crecimiento implicados en el proceso de resolucion,
particularmente factor de crecimiento transformante a (TGF-a), factor de crecimiento
transformante B (TGF-B), factor de crecimiento de fibroblastos (FGF) y colagenasa, los
cuales activan queratinocitos, fibroblastos y células endoteliales. Esto permite el
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desarrollo de nuevo epitelio y la remodelacion final del tejido, recuperando su
estructura anatémica y sus funciones.?

Tratamientos para enfermedades inflamatorias

La deteccion de factores de transcripcion como el NF-kB y marcadores pro-
inflamatorios como IFN-y, IL-1B, IL-6 y TNF-a, han establecido una base molecular
importante sobre el papel que tiene la inflamacion en enfermedades cronicas. Esto ha
marcado un nuevo camino en el desarrollo de nuevos tratamientos terapéuticos que
empleen compuestos sintéticos y nhaturales, los cuales eventualmente podrian
disminuir la prevalencia de los mencionados padecimientos.**

Se han desarrollado diversas estrategias para prevenir y atenuar los efectos
secundarios dafiinos de las citocinas pro-inflamatorias, como los anticuerpos
anticitocina que pueden inhibir la unién de las citocinas a sus receptores. También,
ciertos receptores sefiuelo pueden unirse de forma similar a las citocinas y evitar que
se adhieran a sus correspondientes receptores en la superficie celular.*? Otro
tratamiento en estudio es la administracién terapéutica de mediadores lipidicos
involucrados en el proceso de resolucion, ya que hay evidencia de que los
padecimientos inflamatorios cronicos pueden disminuir los niveles o el efecto de estas
moléculas.®

Los glucocorticoides han sido ampliamente usados para tratar distintos
trastornos de origen autoinmune, ya que entran a las células, se enlazan a receptores
citoplasmaticos, se translocan al nlcleo y son reconocidos por secuencias especificas
del ADN. Como resultado, se efectia la supresion de la activacion del NF-kB y otros
factores de transcripcion, evitando la expresién de genes que codifican para citocinas
pro-inflamatorias.**

Estudios han demostrado que células madre mesenquimales pueden ser
aisladas, expandidas y utilizadas para una gran diversidad de aplicaciones
terapéuticas, destacando el tratamiento de enfermedades inflamatorias. Estas células
se diferencian en células de linaje mesodérmico incluyendo hueso, grasa, cartilago,
tendon y muasculo. Ademas, contribuyen en la regulacién de la hematopoyesis y la
secrecion de factores que ayudan en la cicatrizacién de heridas, evitando la apoptosis
y estimulando la reparacion celular endégena, asi como también controlando ciertas
reacciones inflamatorias.*
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Recientemente, se ha demostrado que los productos naturales representan
una gran diversidad estructural que no es vista cominmente en compuestos sintéticos
y diversos estudios han publicado la actividad anti-inflamatoria de dichos metabolitos a
nivel de NO, NF-kB, citocinas, quimiocinas y otros factores. Es por ello que los
productos naturales ofrecen una gran alternativa para el tratamiento de padecimientos
de caracter inflamatorio.®

Alimentos funcionales

Un alimento funcional es aquel que afecta de manera benéfica al organismo,
ya sea mejorando el estado de salud y bienestar o reduciendo el riesgo hacia
enfermedades especificas. Ademas, un alimento funcional siempre debe seguir siendo
un alimento y debe demostrar sus efectos en cantidades que normalmente se pueden
consumir en la alimentacion.*®

Los alimentos funcionales pueden clasificarse de la siguiente manera:
alimentos fortificados con nutrimentos adicionales (denominados productos
fortificados); alimentos con nutrimentos o componentes adicionales que no se
encuentran normalmente en un alimento (productos enriquecidos), como los
prebidticos y probioticos; alimentos a los cuales se les ha eliminado, reducido o
reemplazado un componente perjudicial (productos alterados); alimentos cuyos
componentes se han potenciado de forma natural (productos mejorados).*’

Los beneficios a la salud de dichos alimentos se centran en diversas areas,
incluyendo la prevencion y tratamiento de enfermedades cardiovasculares, varios tipos
de cancer, diabetes e inflamacién, asi como una mejora en la respuesta inmune. En
consecuencia, se han desarrollado tecnologias para el aislamiento, purificacion,
identificacién y caracterizacion de compuestos biolégicamente activos, los cuales son
responsables de la eficacia de los alimentos funcionales en el tratamiento de las
enfermedades. Asimismo, varios estudios han proporcionado datos importantes sobre
los mecanismos quimicos y fisioldgicos de los efectos propios de los alimentos
funcionales en la salud humana.*®

Se ha comprobado que los numerosos productos naturales presentes en los
alimentos funcionales pueden modular las respuestas inflamatorias, interactuando con
una gran variedad de mediadores pro-inflamatorios y anti-inflamatorios.*® Entre estos
compuestos se encuentran los carbohidratos, encontrados en forma de azucares,
oligosacéaridos y almidones, de los cuales se ha reportado que la fructosa y la
galactosa contribuyen en el desarrollo del sistema inmune. Por su parte, también se
han estudiado los lipidos y &cidos grasos distribuidos en gran cantidad en varios tipos
de aceites vegetales, como los acidos grasos poliinsaturados w-3 que disminuyen la
produccion de citocinas pro-inflamatorias 'y ERO, demostrando efectos
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inmunomoduladores y propiedades anti-inflamatorias.*® Finalmente, se ha visto que las
proteinas y péptidos derivados de alimentos de origen animal y vegetal poseen efectos
antioxidantes y anti-inflamatorios.®

Péptidos con actividad anti-inflamatoria

Por definicién, los péptidos bioactivos son aquellos que provienen de
proteinas alimentarias y que poseen propiedades farmacoldgicas importantes.® Durante
el proceso digestivo, las proteinas de los alimentos se hidrolizan en una amplia
variedad de péptidos. Algunos de estos péptidos comparten caracteristicas
estructurales con péptidos enddgenos que actan como hormonas, neurotransmisores
o reguladores en el organismo. Por lo tanto, estos péptidos exégenos derivados de
alimentos pueden interactuar con los mismos receptores para péptidos enddégenos en
el cuerpo humano y ejercer una actividad agonista o antagonista.*

En la actualidad, hay una tendencia creciente en el uso de péptidos derivados
de proteinas de alimentos como agentes contra enfermedades crénicas y para el
mantenimiento del bienestar general.® Investigaciones encargadas de evaluar los
efectos biolégicos de los péptidos han dirigido sus estudios de dos diferentes maneras:
evaluando los hidrolizados de proteinas precursoras o los péptidos bioactivos.** La
produccion de hidrolizados proteicos comprende la liberacion de fragmentos de
péptidos con actividad biolégica a través de la hidrélisis de los enlaces peptidicos,
usualmente por la accion proteolitica de enzimas de origen enddgeno (autolisis),
exdgeno (preparaciones de enzimas comerciales) o empleando procesos de
fermentacion (adicién de cultivos iniciadores). Entonces, el hidrolizado proteico puede
someterse a procesos de fraccionamiento para obtener una solucion con ciertos
péptidos o etapas de purificacion adicionales para aislar a los péptidos individuales.>®
Estos péptidos permanecen inactivos dentro de la secuencia de una proteina, pero al
ser liberados por hidrélisis enzimatica, pueden ejercer diversas funciones bioldgicas,
entre las que se encuentran su actividad inmunomoduladora, antioxidante,
antimicrobiana, anti-inflamatoria, entre otras.*

Dada la complejidad y diversidad de la respuesta inflamatoria, se han llevado
a cabo investigaciones acerca del potencial anti-inflamatorio de péptidos bioactivos e
hidrolizados proteicos derivados de alimentos vegetales mediante distintos modelos
celulares y animales (Cuadro 1). Como resultado, estos productos han mostrado un
potencial anti-inflamatorio importante en este tipo de ensayos.**
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Cuadro 1. Hidrolizados proteicos y péptidos derivados de alimentos vegetales
con actividad anti-inflamatoria (modificado de la referencia 54).

Fuente Preparacion Componente Modelo Efecto observado
bioactivo bioldgico
Proteinas Fermentacion Chungkookjang Células de Anti-inflamatorio,
de Glycine cancer de incremento de
max L. mama TGF-B
(soya)
Proteinas Hidrolisis Lunasina Macrofagos Decremento de
de G. max enzimatica citocinas, inhibicién
L. de NF-«kB
Proteinas Hidrolisis VPY Ratones Decremento de
de G. max enzimatica citocinas,
L. disminucion de
estrés oxidativo
Gluten de Hidrolisis Diversos Ratas Reduccion de
Zea mays enzimatica péptidos lesiones
L. (maiz) inflamatorias
Gluten de  Hidrdlisis con Piro-glutamil Ratas Anti-inflamatorio,
Triticum proteasas de leucina desarrollo de
aestivum L. Aspergillus enzimas hepaticas
(trigo) oryzaey

fraccionamiento

Por lo tanto, los péptidos derivados de alimentos emergen como una
alternativa para la prevencion y tratamiento de padecimientos de caréacter inflamatorio.®
Un alimento funcional que también es una gran fuente de péptidos con actividad
biolégica es Salvia hispanica L., cuyas semillas otorgan numerosos beneficios a la
salud.’

Salvia hispanica L.

Es una planta herbacea perteneciente a la familia Lamiaceae, cominmente
conocida como chia y nativa del sur de México y del norte de Guatemala. Esta planta
se ha cultivado de regiones tropicales a subtropicales y aunque es poco tolerable al
frio, puede crecer en invernaderos distribuidos en algunas partes de Europa. Hoy en
dia es comercializada principalmente en México, Bolivia, Argentina, Ecuador y
Guatemala.”
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Esta planta florece durante los meses de verano y mide aproximadamente 1 m
de altura, con hojas opuestas, pecioladas y dentadas que miden de 4-8 cm de largo y
de 3-5 cm de ancho. Las flores crecen en racimos numerosos y estan protegidas por
bracteas pequefias con puntas largas. La planta tiene tallos cuadrangulares,
acanalados y velludos. Las semillas son pequefias, ovaladas, aplanadas y varian en
color, desde café oscuro hasta gris, con pequefias manchas oscuras.®

Composiciéon quimica de Salvia hispanica L.

Las semillas de S. hispanica L. estan constituidas por proteinas (15-25%),
grasas (30-33%), carbohidratos (26-41%), fibra (18-30%) y cenizas (4-5%), asi como
vitaminas, minerales y materia seca (90-93%).”" Particularmente, se encuentra fibra
insoluble en una elevada proporcién. Las semillas también contienen una cantidad
relativamente balanceada de aminoacidos esenciales, especialmente metionina y
cisteina, al igual que aminoacidos aromaticos.*® Ademéas poseen un alto contenido de
calcio, fésforo y potasio, son una buena fuente de vitamina B, son libres de gluten y no
albergan componentes téxicos.>®

De igual manera, diversas moléculas han sido identificadas en las semillas de
S. hispanica L., incluyendo acidos grasos esenciales y compuestos fendlicos (Cuadro
2). Adicionalmente, se ha demostrado que estos metabolitos contribuyen a la actividad
biolégica de las semillas de esta especie vegetal.®’
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Cuadro 2. Moléculas bioactivas identificadas en las semillas de S. hispanica
L. (modificado de la referencia 57).

Moléculas bioactivas Estructura
Acido a:llnolelco w-3 (acido A,
graso poliinsaturado) . J

|

Acido linoleico w-6 (4cido graso
poliinsaturado)

Miricetina (compuesto fendlico)

Quercetina (compuesto fendlico)

Kaempferol (compuesto fendlico)

Acido cafeico (compuesto ‘
fendlico) o AN

OH

HO

Usos de Salvia hispanica L.

Las semillas de S. hispanica L. fueron consideradas como un alimento por
civilizaciones aztecas y mayas, consumiéndose de manera frecuente. Recientemente,
las semillas han sido utilizadas con fines medicinales para el tratamiento de malestares
respiratorios, problemas renales, obstrucciones oculares e infecciones.>® Asimismo, se
ha reportado que consumir una porcién de semillas es importante para la salud
digestiva y cerebral, mantener fuertes los dientes y huesos, mejorar la salud cardiaca y
ayudar en la pérdida de peso. S. hispanica L. también puede ser considerada como un
alimento funcional porque ademdas de contribuir a la alimentacibn humana, se ha
comprobado que ayuda a prevenir enfermedades cardiovasculares, trastornos del
sistema nervioso, diabetes y otros padecimientos.®
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Actualmente, S. hispanica L. tiene diversos usos comerciales, ya que las
semillas se han convertido en una de las principales fuentes de aceites con niveles
elevados de acidos grasos poliinsaturados. Por consiguiente, esta planta es
ampliamente cultivada y comercializada por su alto contenido en acido a-linoleico w-3.
El aceite extraido es incorporado en aceite de cocina, dulces o suplementos para
consumo humano y las semillas también se consumen en ensaladas, bebidas, cereales
y aderezos. Incluso, la industria alimentaria de todo el mundo, incluyendo Estados
Unidos, Canada, Chile, Australia y México, ha utilizado las semillas de S. hispanica L. o
su aceite en productos tales como cereales para el desayuno, barras nutritivas,
galletas, pasteles y yogurt.”’

Actividad biolégica de Salvia hispanica L.

A pesar de que se ha descrito que las semillas de S. hispanica L. contienen un
alto porcentaje de acidos grasos poliinsaturados, compuestos fendlicos y proteinas,
pocos estudios han reportado las propiedades farmacoldgicas de esta planta.*

Coelho y Salas-Mellado®® comprobaron que el extracto fendlico obtenido de
las semillas de esta especie vegetal posee un elevado efecto antioxidante,
concordando con lo reportado en la literatura acerca de la capacidad que tienen los
compuestos polifendlicos de donar protones y atrapar radicales libres, en este caso el
2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH).
Da Silva Marineli y col.®* también demostraron el potencial antioxidante del
aceite aislado de las semillas de S. hispanica L. en un modelo de capacidad de
absorcion de radicales de O, (ORAC), atribuyendo el efecto biol6gico a los compuestos
fendlicos presentes en el aceite y que le confieren estabilidad a pesar de su alto
contenido en acidos grasos poliinsaturados.
De igual forma, Capitani y col.?? evaluaron la actividad antioxidante de
fracciones ricas en fibra aisladas de harina previamente desgrasada por distintos
métodos (por solvente y por presién), reportando una elevada actividad en la reduccion
del radical 2,2'-azino-bis (acido 3-etilbenzotiazolin-6-sulfénico) o ABTS por todas las
fracciones obtenidas.

Orona-Tamayo y col.®® aislaron diversas fracciones proteicas de las semillas
de esta planta y obtuvieron como resultado que los péptidos de las fracciones de
albumina y globulina ejercen propiedades inhibidoras sobre la enzima convertidora de
angiotensina (ACE), que desempefia un papel importante en la regulacion de la presiéon
sanguinea.
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El estudio llevado a cabo por Segura-Campos y col.” demostré que los
hidrolizados proteicos producidos a distintos tiempos a partir de las semillas de S.
hispanica L. también poseen actividad inhibidora sobre ACE, comprobando su efecto
antihipertensivo. Incluso, probaron la capacidad inhibidora sobre ACE de crema de
zanahoria y pan blanco suplementados con los diferentes hidrolizados proteicos
derivados de las semillas, observando un efecto inhibidor por parte de ambos
productos.

Por otra parte, Woldemariam y Van Winkle® reportaron que el extracto acuoso
de esta especie vegetal posee propiedades antidiabéticas, lo cual fue observado
mediante un incremento en la captacion de glucosa usando un modelo con levaduras
de Saccharomyces cerevisiae.

Espada y col.®® evaluaron la actividad antitumoral del aceite rico en acidos
grasos w-3 aislado de las semillas de esta planta sobre el crecimiento y formacién de
metastasis de adenocarcinoma de glandula mamaria inducido en ratones, mostrando
una disminucién en el peso del tumor y el nimero de metastasis.

El trabajo realizado por Fernandez y col.®® demostré que la administracion de
las semillas y del aceite de S. hispanica L. a ratas no elevan los niveles séricos de IgE,
la cual esté relacionada con procesos alérgicos.

Por Gltimo, Gayathiri y col.®” determinaron el efecto inmunomodulador del
extracto hexanico de las semillas y observaron un aumento significativo en la
fagocitosis de levaduras de Candida albicans por neutréfilos, incremento que podria
deberse a la presencia de acidos grasos, saponinas, terpenos y otros metabolitos.

Efecto anti-inflamatorio de Salvia hispanica L.

El estudio llevado a cabo por Vidyasabbani y col.?® evalué el efecto de la
administracién de semillas de S. hispanica L. en ratas con edema plantar inducido por
histamina, demostrando una inhibicién dependiente de la dosis.

Ferreira y col.®® mostraron que el tratamiento con semillas de esta especie
vegetal en ratas con dislipidemia y resistencia a la insulina ocasiona un decremento en
los niveles plasméticos de IL-6 y TNF-a.
Finalmente, Jiménez-Rojas y col.”” administraron un residuo rico en &cidos
grasos obtenido de la cosecha de semillas de S. hispanica L. (compuesto por
remanentes de hojas, tallos y semillas) a conejos con inflamacion aguda inducida y
observaron un decremento en la expresion génica de TNF-a, asi como un incremento
en la expresion génica de IL-10.

20



No obstante, a pesar de que se han reportado varios estudios sobre la
actividad biolégica de aceites, compuestos fendlicos o hidrolizados proteicos obtenidos
de las semillas de S. hispanica L., no se han realizado estudios que determinen la
actividad anti-inflamatoria de derivados proteicos aislados de esta planta, como
hidrolizados o péptidos. Por lo tanto, se establecié como objetivo del presente trabajo
evaluar el efecto anti-inflamatorio de derivados proteicos (hidrolizado proteico y
fracciones peptidicas) obtenidos de S. hispanica L., de manera in vitro sobre las
funciones de macrofagos (producciéon de NO, H,O,, IL-183, IL-6, IL-10 y TNF-a) e in vivo
en modelos de inflamacion, con la finalidad de contribuir al conocimiento que se tiene
sobre la actividad bioldgica de esta planta, aportar informacién sobre el papel que
tienen los alimentos funcionales en el proceso inflamatorio y elucidar el mecanismo
anti-inflamatorio que siguen los péptidos contenidos en las semillas, sentando una
base para que futuras investigaciones puedan desarrollar un posible tratamiento
empleando estas moléculas.
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JUSTIFICACION

Las enfermedades inflamatorias constituyen un problema de salud publica a
nivel mundial. Las diversas células, citocinas y otros factores implicados desarrollan un
mecanismo complejo y ocasionan sintomas dificiles de manejar en los pacientes. El
tratamiento depende del padecimiento en cuestién, aunque suele ser muy largo y los
farmacos empleados en la actualidad para tratar las enfermedades inflamatorias tienen
un alto costo y conllevan efectos secundarios. Es por ello que diversos grupos de
investigacion se han dedicado a buscar alternativas para mejorar la calidad de vida de
los pacientes que padecen estas enfermedades y han descubierto que las especies
vegetales ofrecen una importante fuente de moléculas con actividad biolégica.

En los dltimos afos se ha incrementado el interés por investigar los alimentos
funcionales, puesto que se ha demostrado que su contenido de fibra, acidos grasos,
proteinas, polifenoles y otras moléculas aisladas de las partes de dichos alimentos
(hojas, semillas, frutos, etc.) aportan diversos efectos biolégicos que podrian ayudar en
la promocién de la salud y disminuir el riesgo de enfermedades de diversa indole, entre
las cuales se encuentran las que desarrollan un proceso de caracter inflamatorio.

Una planta considerada como un alimento funcional es Salvia hispanica L., ya
gue investigaciones recientes se han enfocado en estudiar las propiedades biol6gicas
de las semillas de esta especie y se ha visto que los metabolitos que contiene le
confieren diversos efectos importantes, ya sea de caracter antioxidante, antitumoral,
antidiabético, entre otros. De igual manera, se han evaluado las proteinas y péptidos
provenientes de las semillas, demostrando su actividad biolégica.

Por lo anterior, se plante6 como objetivo de este estudio evaluar el efecto anti-
inflamatorio del hidrolizado proteico y fracciones peptidicas aisladas de las semillas de
S. hispanica L. Esto se realiza mediante ensayos in vitro usando un modelo con
macroéfagos, células fagociticas del sistema inmune innato y adaptativo que colaboran
en el proceso inflamatorio. La respuesta inflamatoria es determinada a través de la
medicion de NO, H,0, y citocinas (IL-18, IL-6, IL-10 y TNF-a), moléculas importantes
en la inflamacién originada por infecciones y dafo tisular. También se presentan
estudios in vivo para determinar la actividad anti-inflamatoria del derivado proteico con
el mayor efecto en los ensayos previos, empleando modelos murinos de edema
inducido por carragenina, edema inducido por TPA e hipersensibilidad retardada por
DNFB. Por consiguiente, con estas pruebas se puede determinar el efecto anti-
inflamatorio de los derivados proteicos, contribuyendo al conocimiento sobre la
actividad biologica de las semillas de S. hispanica L. y agregando més informacion
sobre el papel que desempefian los alimentos funcionales en el tratamiento de
padecimientos inflamatorios.
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OBJETIVO GENERAL Y PARTICULARES

Objetivo general

Evaluar las propiedades anti-inflamatorias del hidrolizado proteico y las
fracciones peptidicas aisladas de las semillas de Salvia hispanica L.

Objetivos particulares

Obtener el hidrolizado proteico y las fracciones peptidicas de las semillas de
S. hispanica L. mediante un sistema enzimatico y un proceso de ultrafiltracién.

Determinar el efecto in vitro del hidrolizado proteico y las fracciones peptidicas
de S. hispanica L. sobre la viabilidad de macréfagos peritoneales murinos.

Evaluar el efecto anti-inflamatorio in vitro del hidrolizado proteico y las
fracciones peptidicas de S. hispanica L. mediante la cuantificacion de especies
reactivas (NO y H,0,), citocinas pro-inflamatorias (IL-1B, IL-6 y TNF-a) y anti-
inflamatorias (IL-10) producidas por macrofagos peritoneales murinos.

Evaluar el efecto anti-inflamatorio in vivo de un derivado proteico de S.

hispanica L. en modelos murinos de edema plantar inducido por carragenina, edema
auricular inducido por TPA e hipersensibilidad retardada inducida por DNFB.
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HIPOTESIS

Los derivados proteicos aislados de las semillas de Salvia hispanica L.
presentan propiedades anti-inflamatorias in vitro evidenciadas por un decremento en la
produccion de NO, H,0,, IL-1B, IL-6 y TNF-a y un aumento en la produccién de IL-10
por macréfagos peritoneales murinos, asi como propiedades anti-inflamatorias in vivo
evidenciadas por una disminucién en el grosor del edema inducido en modelos murinos
de edema plantar, edema auricular e hipersensibilidad retardada.
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MATERIALES Y METODOS

Diagrama metodolégico

El material vegetal fue procesado para la elaboracién de la harina (Figura 6).
Se obtuvo el aislado proteico y se determiné su contenido de humedad y proteinas. Se
realizo la produccion del hidrolizado proteico en dos lotes, se determiné el grado de
un proceso de ultrafiltracion para la obtencién de las
fracciones peptidicas. Se determinaron las concentraciones de proteinas totales y se
evalud la actividad anti-inflamatoria in vitro del hidrolizado y las fracciones de un lote
sobre macréfagos peritoneales aislados de ratones BALB/c, cuantificando los niveles
realiz6 un screening y se seleccioné la fraccion de 1-3
kDa, cuyo efecto anti-inflamatorio in vivo fue evaluado en modelos de edema inducido

hidrolisis y se llevd a cabo

de NO, H,0, y citocinas. Se

por carragenina, edema inducido por TPA e hipersensibilidad retardada.

Semillas de Salvia hispanical.

\’

Obtencién de la harina

\’

Obtencion del aislado proteico

e

Obtencion del hidrolizado

proteico Obtencion de las fracciones peptidicas

—_—

Ensayos in vitro

\’

Cultivo celular

- V e

Viabilidad NO

H,0, IL-18 IL-6 IL-10 TNF-a

e

Screening

!
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e

Figura 6. Diagrama experimental del protocolo realizado en la evaluacion de

Analisis de resultados

las propiedades anti-inflamatorias de los derivados proteicos de Salvia hispanica L.
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Material vegetal

Las semillas de S. hispanica L. (3 kg) fueron obtenidas en Diciembre de 2016
en el mercado local de la ciudad de Mérida, Yucatan, México (Figura 7). Las semillas
fueron identificadas por el Biél. José Luis Tapia Mufioz y una muestra fue depositada
en el herbario del Centro de Investigacion Cientifica de Yucatan (CICY) para futuras
referencias (nimero de identificacibn 69494).

Figura 7. Semillas de S. hispanica L.

Obtencién de la harina desgomada y desgrasada

Para la obtencién de la harina desgomada y desgrasada se siguié el protocolo
descrito por Salazar Vega,”* con ligeras modificaciones. Primero, se removieron todas
las impurezas y las semillas dafiadas. Luego se procedi6 a extraer el mucilago de las
semillas 6ptimas (proceso de desgomado) de S. hispanica L., para lo cual se preparé
una suspension con semillas enteras y agua destilada en una proporcién 1:40 (p/v).
Esta suspensidon se mantuvo en agitacién constante durante 90 min a temperatura
ambiente, se filtr6 a vacio usando una tela no tejida y el liquido filtrado con el mucilago
contenido fue desechado. Entonces, las semillas desgomadas se dejaron secar en una
estufa Fisher Scientific® durante 24 h a 50°C, para luego ser trituradas y molidas en un
molino Thomas-Wiley® modelo A, con la finalidad de obtener una harina gruesa.

Posteriormente, se realizé el proceso de desgrasado mediante el método
Soxhlet para extraer los aceites contenidos en las semillas, empleando cartuchos con
30 g de harina gruesa cada uno, durante un total de 4 h a 70°C y usando hexano (High
Purity®) como disolvente. La harina desgrasada se dej6 secar en una campana de
extraccion durante 12 h para evaporar los residuos del disolvente. Después, se realizd
otra molienda con una malla de 1 mm y la harina obtenida se sometio a otra etapa de
desgrasado y secado. La harina resultante se molié con una malla de 0.5 mm y luego
fue sometida a una etapa final de desgrasado y secado. Por ultimo, la harina se dej6
secar en la estufa Fisher Scientific® durante 24 h a 50°C y una vez transcurrido este
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tiempo, fue tamizada a través de una malla de 140 pm durante 20 min en un equipo
Ro-Tap® modelo E, obteniendo una harina desgomada y desgrasada con una alta
concentracion de proteinas.

Obtencién del aislado proteico

La obtencion del aislado proteico fue llevada a cabo por medio de la
metodologia reportada por Segura-Campos y col.,” con algunas modificaciones de
acuerdo a las condiciones disponibles en el laboratorio. Se utiliz6 un método de
solubilizaciéon alcalina y precipitacion isoeléctrica de proteinas, para lo cual se
mezclaron 5 g de la harina desgomada y desgrasada con 1 L de agua destilada, se
ajusto a pH 12 con hidréxido de sodio (NaOH) 2 N y la solucion obtenida se mantuvo
en agitacion constante durante 30 min a temperatura ambiente. Una vez finalizado este
tiempo, la solucién fue centrifugada en un equipo Thermo Scientific® durante 1 h a
2,500 rpm y 10°C, para luego recuperar el sobrenadante y ajustar a pH 4 con &cido
clorhidrico (HCI) 2 N. De nueva cuenta, la soluciébn se mantuvo en agitacion constante
durante 30 min a temperatura ambiente y posteriormente fue centrifugada durante 1 h
a 2,500 rpm y 10°C. El precipitado resultante fue recuperado, congelado vy liofilizado en
un equipo Labconco® a una presion de 522x107° bar y -47°C, obteniéndose el aislado
proteico a utilizar en el proceso de hidrélisis enzimatica. El porcentaje del rendimiento
del proceso para la obtencién del aislado proteico (%RA) por kilogramo de semilla fue
calculado con la siguiente férmula:

Formula 1. %RA = (PAP/ PHDD) 100

Donde:
PAp = Peso del aislado proteico liofilizado.
Pupop = Peso de la harina desgomada y desgrasada.

Determinacién de humedad

El contenido de humedad presente en el aislado proteico fue determinado por
medio del método gravimétrico (925.09) descrito por la Asociacion de Quimicos
Analiticos Oficiales (AOAC).” La cantidad de humedad fue medida con base en la
pérdida de peso de las muestras (0.5 g de muestra) después de una etapa de secado
en la estufa Fisher Scientific® durante 2 h a 130°C. El porcentaje de humedad (%H) fue
calculado con la siguiente féormula:
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Formula 2. %H = [(P; - P,) / P,] 100

Dénde:

P; = Peso constante del crisol con muestra.
P, = Peso del crisol con muestra seca.

P, = Peso exacto de la muestra.

Determinacién de proteinas

El contenido de proteinas presente en el aislado proteico fue determinado
siguiendo el método Kjeldahl (954.01) reportado por la AOAC." Este método consta de
tres fases: digestion, destilacion y titulacién. En la fase de digestion se produce la
descomposicion de la muestra con acido sulftrico (H,SO,) y diversos catalizadores,
convirtiendo el nitrégeno y carbono en sulfato de amonio o (NH;).SO,; y CO,,
respectivamente (Figura 8). En la fase de destilacibn se produce amoniaco (NHs)
mediante una reaccién con NaOH, el cual es destilado con acido bérico (H;BO3),
generandose borato de amonio (NH,"H,BOj3) a titular con HCI y que es proporcional a
la cantidad de nitrégeno contenida en la muestra.”

A) Digestion '
Proteina + H,S0, —=222 o (NH,),SO, + CO,

Acido sulfdrico Sulfato de amonio

B) Destilacion
(NH4),SO4 + 2NaOH —> 2 NH4 + Na,SO4 + 2H,0

Hidréxido de Amoniaco Sulfato de
sodio sodio

NH; + HsBO; —> NH, H,BO,

Acido bérico Borato de amonio

C) Titulacién
+ &
NH, H,BO4 4+ HCI —> H3BOj;

Acido
clorhidrico

Figura 8. Reacciones en la determinacién del contenido de proteinas. A) Fase
de digestion. B) Fase de destilacion. C) Fase de titulacion.

La cantidad de proteinas contenida en el aislado proteico fue medida por
medio de una reaccion de las muestras (0.2 g de muestra) con H,SO, concentrado
(Fermont®), en presencia de sulfato de cobre (CuSQ,) y sulfato de potasio (K,SO.)
como catalizadores. Las muestras fueron colocadas en el equipo SpeedDigester® K-
436 para su digestion y una vez culminado el proceso, fueron trasladadas al destilador
KjelFlex® K-360, adicionando NaOH al 32% para alcalinizar las soluciones digeridas y
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luego H3BO; al 4% para la destilacién. Las soluciones resultantes se titularon con HCI
0.1 N valorado y el porcentaje de proteinas (%P) en base himeda y en base seca fue
calculado empleando la siguiente formula:

Férmula 3. %P = {[(Vic) (Nuc) (6.25) (0.014)] / P,} 100

Dénde:

Vhe = Volumen de HCI consumido.

Nucr = Normalidad del HCI.

6.25 = Factor proteico.

0.014 = Peso molecular del nitrégeno dividido entre 1000.
P., = Peso exacto de la muestra.

Obtencién del hidrolizado proteico

El hidrolizado proteico fue obtenido mediante el protocolo descrito por Herrera
Chalé y col.,” modificado de acuerdo a las condiciones requeridas para este ensayo.
Se utilizé6 un método enziméatico de hidrdlisis proteica para la escision de los enlaces
peptidicos, ya que permite la liberacion de péptidos con actividad biolégica y presenta
una alta especificidad con el sustrato, lo cual ayuda al desarrollo de hidrolizados
proteicos con caracteristicas nutricionales y quimicas mas definidas.”

La obtencién del hidrolizado proteico se realiz6 en dos lotes, empleando el
sistema Pepsina®-Pancreatina® con base en las siguientes condiciones: concentracion
del sustrato (aislado proteico) de 4%, relacion enzima-sustrato de 1:10 (p/v), asi como
las enzimas Pepsina® (Sigma®) y Pancreatina® (Sigma®), a pH 2 para la Pepsina® y pH
7.5 para la Pancreatina®. El tiempo final de reaccién fue de 90 min y la hidrdlisis se
llevd a cabo de manera secuencial en agitacién constante a una temperatura de 37°C,
de tal forma que se ajusto a pH 2 con HCI 6 N, se adiciono la primera enzima y se dejé
reaccionar durante 45 min; después, se ajustdé a pH 7.5 con NaOH 6 N y se agreg6 la
segunda proteasa durante los Ultimos 45 min. Posteriormente, la hidrdlisis fue detenida
inactivando las enzimas por calentamiento en un bafio Maria VWR® a 80°C durante 20
min y luego se procedié a remover la porcion insoluble mediante una etapa de
centrifugado durante 20 min, 2,500 rpm y 4°C en un equipo Hermle® Z300K.

Determinacion del grado de hidrolisis

El grado de hidrélisis (GH) fue determinado empleando el método reportado
por Wang y col.,”” con pequefias modificaciones, utilizando el O-ftaldialdehido (OPA).
Este método se basa en la reaccion especifica entre el OPA con grupos aminos libres
en presencia de un tiol, formando isoindoles sustituidos que pueden ser cuantificados
por espectrofotometria (Figura 9)."
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OH
Tiol S///

HS
CHO —\_OH -
+ H,N—R — - N—R
Medio basico ~
CHO

OPA Aminoacido Isoindol

Figura 9. Reaccion en la determinacion de grupos aminos libres.

Para la determinacién del grado de hidrdlisis, se preparé una solucién madre
de cada lote del hidrolizado proteico a una concentracion de 10 mg/mL en agua
desionizada. Luego, se realizdé una dilucion 1:10 y seguidamente, una dilucion 1:3 a
partir de la dilucion previa. Después, se tomaron alicuotas de 200 pL de la dilucion 1:3
y se mezclaron con 1.5 mL de reactivo OPA (Sigma®). Las soluciones resultantes
fueron agitadas durante 5 s e incubadas durante 2 min a temperatura ambiente. Una
vez transcurrido el tiempo de incubacién, se midieron las absorbancias a una longitud
de onda de 340 nm en un espectrofotometro UV-Vis Thermo Scientific® y los
equivalentes de aminos liberados por la hidrélisis enzimética fueron obtenidos
utilizando una curva estandar (0-100 ug/mL) de L-serina (Sigma®). Finalmente, el
porcentaje del grado de hidrélisis (%GH) fue calculado con la siguiente formula:

Férmula 4. %GH = (NEPH / NEPT) 100

Dénde:
Nepy = NUmero de enlaces peptidicos hidrolizados.
Nepr = NUmero total de enlaces peptidicos por equivalente de proteinas.

Obtencién de las fracciones peptidicas

Para obtener las distintas fracciones peptidicas, cada uno de los lotes del
hidrolizado proteico fueron sometidos a un proceso de fraccionamiento por
ultrafiltracion de acuerdo a la metodologia descrita por He y col.” Para este fin, se
utilizaron cuatro membranas de diferente corte de peso molecular: 1, 3, 5y 10 kDa. El
hidrolizado proteico correspondiente fue filtrado a través de cada una de las
membranas, comenzando con la membrana de mayor porosidad (10 kDa),
recolectando el material retenido en el contenedor del equipo y filtrando la solucién no
retenida en la membrana siguiente de menor tamafio (5 kDa); este procedimiento se
realiz6 de manera sucesiva hasta llegar a la membrana de 1 kDa. Como resultado, se
obtuvieron cinco fracciones peptidicas de diferente corte de peso molecular: fraccion
>10 kDa, fraccion de 5-10 kDa, fraccion de 3-5 kDa, fraccion de 1-3 kDa y fraccion <1
kDa.
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Cuantificacién de proteinas

La cuantificacion de los niveles de proteinas presentes en los derivados
proteicos fue realizada siguiendo el protocolo reportado previamente por Redmile-
Gordon y col.,*° empleando el ensayo de Bradford modificado acorde a las condiciones
disponibles en el laboratorio. Esta prueba se basa en la union del reactivo de Bradford
con las proteinas contenidas en las muestras, dando como resultado un complejo
colorante-proteina cuantificable. Incluso, es un método bastante utilizado debido a su
facilidad y practicidad, con un rango de linealidad aceptable.®*

Primero, se preparé una solucion madre del hidrolizado proteico y de las
fracciones peptidicas de cada uno de los lotes, a una concentracion de 5 mg/mL en
agua destilada. Seguidamente, se adicionaron alicuotas de 4 pL de cada solucién a los
pozos de una placa de reaccion y se mezclaron con 200 uL del reactivo de Bradford 1X
(5 mg de azul brillante de Coomasie G-250, 2.35 mL de etanol al 95% y 5 mL de 4cido
fosférico al 85%, Sigma®). La placa fue incubada durante 30 min, a temperatura
ambiente y en completa oscuridad. Las absorbancias fueron medidas a 595 nm en un
lector de placas Bio-Rad iMark® y los resultados de las concentraciones de proteinas
fueron calculadas utilizando una curva estandar (0-2 mg/mL) de albumina sérica bovina
(BSA, Sigma®). Finalmente, se seleccioné uno de los lotes y se evalué su actividad
anti-inflamatoria en distintos modelos. Las concentraciones a utilizar en cada uno de
los ensayos in vitro e in vivo se calcularon con base en el contenido proteico obtenido
para cada uno de los derivados seleccionados.

Animales de experimentacion

Para las pruebas de actividad biolégica se emplearon ratones machos de la
cepa BALB/c (Bagg’s Albino) de 6-8 semanas de edad, proporcionados por el Bioterio
del Centro de Investigaciones Regionales (CIR) “Dr. Hideyo Noguchi” de la Universidad
Auténoma de Yucatan (UADY). Se utilizan ratones BALB/c puesto que son déciles y
poseen un genoma y sistema inmune similar al del ser humano. Asimismo, el manejo
de animales de una misma cepa evita que se produzcan sesgos debido a diferencias
genéticas, ya que todos los animales comparten el mismo genoma. De igual manera, el
uso de una misma cepa facilita la comparacién de los efectos producidos por los
tratamientos.®

Los ratones fueron mantenidos en el Area de Manejo Experimental de
Animales de la Facultad de Quimica de la UADY, en condiciones estandarizadas de
acuerdo a lo indicado por la Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999 sobre las
“Especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso de los animales de
laboratorio”. ambiente libre de patdgenos y estrés, temperatura de 22 + 2°C, foto-
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periodos de luz-oscuridad de 12 h, asi como alimento especial para roedores y agua
purificada ad libitum.

Ensayos in vitro
Obtencién de macréfagos peritoneales murinos

En los ensayos se usaron 20 animales, los cuales fueron sacrificados
siguiendo los lineamientos establecidos en la Norma Oficial Mexicana NOM-062-ZOO0-
1999 para el procedimiento de dislocacion cervical. Este método induce inconsciencia
rapidamente en los animales experimentales y ademas no es necesario el uso de
sustancias quimicas, por lo que no se produce contaminacién de los tejidos y no hay
interferencia con los resultados de las pruebas.®

Para la obtencion de los macréfagos peritoneales murinos se siguié el
protocolo descrito previamente por Zhang y col.?* En una campana de flujo laminar, se
desinfecté el abdomen del ratén con alcohol etilico al 70% y posteriormente se
administraron 10 mL de buffer de fosfatos salinos (PBS) estéril por via intraperitoneal.
Se dieron ligeros masajes al abdomen del animal y luego se extrajo el liquido
peritoneal con ayuda de una jeringa. El liquido colectado fue vertido en un tubo cénico
de 15 mL y fue centrifugado durante 10 min a 3,000 rpm y 4°C en un equipo
Eppendorf® 5810R. Por ultimo, se realizaron tres lavados con PBS durante 5 min,
2,000 rpm y 4°C, se desech6 el sobrenadante y el botdn celular obtenido se
resuspendié6 en 3 mL de medio Eagle modificado de Dubelcco (DMEM, con alta
glucosa, L-glutamina, piruvato de sodio, bicarbonato de sodio y rojo de fenol, Gibco®)
complementado al 10% con suero fetal bovino (SFB, Gibco®) y al 1% con penicilina-
estreptomicina (Gibco®).

Conteo celular

Para el conteo de los macréfagos peritoneales se empled el método descrito
por De Oliveira y col.,®® utilizando como colorante el azul de tripano. Las células vivas
poseen una membrana intacta que excluye ciertos colorantes como el azul de tripano,
la eosina o el yoduro de propidio, mientras que las células muertas permiten el paso de
dichos colorantes hacia al citoplasma. Por consiguiente, en la técnica con azul de
tripano, el citoplasma se observa refringente en las células viables, mientras que el
citoplasma de las células no viables se observa de color azul.®®

Se tomé una alicuota de 10 yL del homogenizado celular y se realiz6 una

dilucion 1:1 con el azul de tripano al 0.04%. Luego, 10 pL de la solucién fueron
depositados en una cdmara de Neubauer y se contaron las células viables en los
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cuatro cuadrantes de las esquinas de la cAmara. El numero total de células viables por
mL (NoCV/mL) fue calculado con la siguiente férmula:

Férmula 5. NoCV/mL = [(CV) (10,000) (FD)] / NoQ

Dénde:

CV = Numero de células viables contadas.

10,000 = Factor de la camara de Neubauer.

FD = Factor de dilucién.

NoQ = Numero de cuadrantes utilizados para el recuento.

Una vez realizado el conteo, se prepardé una solucibn madre de 50,000
células/mL en medio DMEM complementado para el ensayo de viabilidad celular,
mientras que para los ensayos de produccion de NO, H,O,, IL-1B, IL-6, IL-10 y TNF-a
se preparé una solucibn madre de 200,000 células/mL en medio DMEM
complementado.

Cultivo, tratamiento y activacion de macréfagos

Para el cultivo, tratamiento y activacion de los macrofagos se utilizo el
protocolo descrito por Villa-de la Torre y col.,®” con algunas modificaciones de acuerdo
a los objetivos de este estudio. Para la prueba de viabilidad celular, se tomaron
alicuotas de 200 pL de la solucién madre de 50,000 células/mL y se adicionaron a cada
pozo de una placa estéril de 96 pozos, obteniéndose una concentracién de 10,000
células/pozo. Para las pruebas de NO, H,0,, IL-183, IL-6, IL-10 y TNF-qa, se adicionaron
500 pL de la solucion madre de 200,000 células/mL a cada pozo de una placa estéril
de 24 pozos, teniendo una concentracion de 100,000 células/pozo. Las placas con las
células fueron mantenidas en una incubadora Thermo Scientific® durante 48 h, a una
temperatura de 37°C y una atmosfera con 5% de CO, para permitir la completa
adherencia de los macroéfagos.

Una vez transcurrido el tiempo de incubacién, se procedi6 al tratamiento de
las células con los derivados proteicos. Para el ensayo de viabilidad celular, se
desecharon los sobrenadantes de una placa con macréfagos cultivados previamente y
se adicionaron 200 pL del hidrolizado proteico y las fracciones peptidicas (fraccién >10
kDa, fraccion de 5-10 kDa, fraccion de 3-5 kDa, fraccion de 1-3 kDa y fraccion <1 kDa)
al, 10, 100 y 200 pg/mL en medio DMEM complementado. Para los ensayos de NO,
H,O, y citocinas, se depositaron 500 pL del hidrolizado proteico o las fracciones
peptidicas a las concentraciones ya descritas. Nuevamente, las placas fueron
incubadas durante 48 h, 37°C y con 5% de CO,.
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Finalmente, se realiz6 la activacion de las células para determinar la
produccién de NO, H,O,, IL-1B, IL-6, IL-10 y TNF-a. Se descartaron cada uno de los
sobrenadantes de una placa con macréfagos (100,000 células/pozo) tratados con los
derivados proteicos y se depositaron 500 uL de lipopolisacaridos (LPS) de Escherichia
coli (0111:B4, Sigma® a una concentracion de 1 pg/mL en medio DMEM
complementado. Las células fueron incubadas durante 48 h, 37°C y 5% de CO,.

Viabilidad celular

En el ensayo de viabilidad celular se utilizé el método con bromuro de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT) descrito previamente por Mossman®® y
modificado de acuerdo a las condiciones necesarias para este estudio. El MTT es un
compuesto amarillo soluble en agua, que se reduce por accion de las deshidrogenasas
de células activas hacia cristales de formazan insolubles en agua (Figura 10). Los
cristales de formazan son de color parpura y pueden ser cuantificados por
espectrofotometria después de ser solubilizados con dimetilsulfoxido (DMSO),
obteniendo un porcentaje que es directamente proporcional al numero de células
metabolicamente activas.®

N=N Deshidrogenasas N=N

_—
7—_N >:N
S\ CH, S\ CH,
CHj CHgy
MTT Formazan

Figura 10. Reaccion en la formacion de cristales de formazan.

En primera instancia, se desecharon los sobrenadantes de una placa con
macroéfagos cultivados, sin activar y previamente tratados con el hidrolizado proteico y
las fracciones peptidicas de S. hispanica L. Luego se adicionaron 20 uL de MTT
(Sigma®) disuelto en PBS a una concentracion de 5 mg/mL a cada pozo de la placa,
completando hasta un volumen de 200 puL con medio DMEM complementado. La placa
se incubo durante 4 h, 37°C y 5% de CO,. Los sobrenadantes fueron eliminados y se
adicionaron 100 pL de DMSO al 100% (Sigma®). Finalmente, las absorbancias fueron
medidas a 490 nm en el lector de placas. Como control negativo se utilizaron
macroéfagos sin tratamiento ni estimulo, mientras que como control positivo se usaron
macréfagos con DMSO al 100%. El porcentaje de viabilidad celular (%V) fue calculado
con la siguiente formula:
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Formula 6. %V = [Absrys / Absc(,] 100

Dénde:

Absc(, = Media de las absorbancias obtenidas para el control negativo.

Abs+,s = Media de las absorbancias obtenidas para el control positivo o para
cada uno de los tratamientos.

Produccién de 6éxido nitrico

La produccion de NO fue determinada siguiendo la metodologia reportada por
Alonso-Castro y col.*® En esta reaccion, el NO es oxidado por accion del 6xido de
cromo (CrOs), formando nitritos (NO,) como producto (Figura 11). Los NO, reaccionan
con sulfanilamida para formar sales de diazonio, que luego se acoplan a la N-(1-naftil)
etilendiamina y dan como resultado compuestos azo estables, los cuales pueden ser
cuantificados por espectrofotometria.®*

N-(1-naftil) J/
etilendiamina
)/NHZ HN

NH, N,

6 N
aromo OO N
CrO5

—

NO —— NO, + —

Oxido Nitritos
nitrico
O:S]:O 0=S=0
|
NH, NH,

Sulfanilamida Sal de diazonio

O0=$=0
NH,

Compuesto azo estable
Figura 11. Reaccion en la determinacion de NO.

Alicuotas de 50 pL de los sobrenadantes de los pozos de una placa con
macrofagos tratados y activados fueron colocados en una placa de reaccion junto con
50 pL del reactivo de Griess (Sigma®). La placa se incubé durante 10 min, a
temperatura ambiente y en completa oscuridad. Las absorbancias fueron medidas a
490 nm en el lector de placas y los resultados de las concentraciones de NO se
obtuvieron utilizando una curva estandar (0-200 puM) de nitrito de sodio (NaNO,,
Sigma®). Como control negativo se manejaron macréfagos sin tratamiento ni estimulo,
mientras que como control positivo se emplearon macréfagos activados con LPS (1
pug/mL). El porcentaje de inhibicion de NO (%INO) fue calculado con la siguiente
férmula:
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Formula 7. %INO = {1 - [NO+ys / NO¢(»]} 100

Doénde:

NOc) = Concentracion de NO calculada para el control positivo.

NO+s = Concentracién de NO calculada para el control negativo o para cada
uno de los tratamientos.

Produccion de peroxido de hidrégeno

La produccion de H,O, fue determinada usando el protocolo descrito por el
fabricante (Hydrogen Peroxide Test Kit, Hanna Instruments®), donde el H,O, producido
por las células reacciona lentamente con yoduro (I) en una solucién acida,
generandose una solucion de color amarillo oscuro y obteniendo yodo (l;) como
producto (Figura 12). Entonces, la cantidad de I, generado es equivalente a la cantidad
de H,0, en la muestra.*

- Medio acido

H202 + 21 |2 + H20
Perodxido de Yoduro Yodo
hidrégeno

Figura 12. Reaccion en la produccion de H,0O,.

Alicuotas de 100 puL de los sobrenadantes de los pozos de una placa con
macrofagos tratados y activados fueron adicionados a una placa de reaccién junto con
10 pL de una solucién de H,SO, al 15% (Hanna Instruments®). Inmediatamente, se
afiadieron 10 pL de una solucién de yoduro de potasio (Hanna Instruments®) a cada
pozo y la placa fue incubada durante 15 min, a temperatura ambiente y en completa
oscuridad. Las absorbancias fueron medidas a 490 nm en el lector de placas y los
resultados de las concentraciones de H,O, se obtuvieron utilizando una curva estandar
(0-50 pM) de H,0, (Fermont®). Como control negativo se emplearon macréfagos sin
tratamiento ni estimulo, mientras que como control positivo se usaron macrofagos
activados con LPS (1 pg/mL). El porcentaje de inhibicion de H,O, (%IH,0,) fue
calculado con la siguiente formula:

Férmula 8. %leOz = {1 - [H202TX3/ H202(;(+)]} 100
Donde:
H,O,c+) = Concentracion de H,O, calculada para el control positivo.

H,O.1s = Concentracion de H,O, calculada para el control negativo o para
cada uno de los tratamientos.
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Produccién de citocinas

Para la medicién de los niveles de IL-18, IL-6, IL-10 y TNF-a producidas por
los macréfagos peritoneales murinos se siguio la metodologia descrita por el fabricante
(Murine IL-13 ELISA Development Kit, Murine IL-6 ELISA Development Kit, Murine IL-
10 ELISA Development Kit y Murine TNF-a ELISA Development Kit, PeproTech®),
empleando como método el ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA) tipo
sandwich.®”**% ELISA es una técnica inmunolégica que permite la deteccion y
cuantificacion de antigenos o anticuerpos especificos en una muestra de interés.
Existen varios tipos de ELISA y el ELISA sandwich es uno de ellos, en el cual la
superficie del pocillo se prepara con una cantidad conocida de un anticuerpo primario
(o de captura) especifico para el antigeno deseado (Figura 13). Después se aplica la
muestra que contiene el antigeno y luego se adiciona un anticuerpo secundario (o de
deteccion) conjugado con una enzima (como fosfatasa alcalina, glucosa oxidasa, entre
otras), formando un complejo anticuerpo primario-antigeno-anticuerpo secundario. Por
ultimo se aflade un sustrato cromogénico y como resultado se produce un cambio de
color que puede ser cuantificado.®’

m

Anticuerpo de deteccion

Anticuerpo de captura

Figura 13. Complejo formado en el ELISA sandwich.

El anticuerpo de captura se empled a una concentracion de 2 pg/mL para IL-
18, IL-6 e IL-10, mientras que para el TNF-a se utiliz6 a 1 pg/mL. Se hicieron diluciones
seriadas de una solucion estandar de IL-13 (0-4,000 pg/mL), IL-6 (0-4,000 pg/mL), IL-
10 (0-3,000 pg/mL) o TNF-a (0-2,000 pg/mL) en diluyente, las cuales fueron utilizadas
para realizar la curva estdndar. Se detectaron las citocinas presentes en los
sobrenadantes de las placas con células por medio de un anticuerpo de deteccién a
0.5 pg/mL para IL-1B, IL-6 e IL-10, mientras que para el TNF-a se usé un anticuerpo de
deteccion a una concentracion de 0.25 pg/mL. Por ultimo, se utilizé avidina peroxidasa
y una soluciéon de ABTS liquido como sustrato cromogénico para todas las pruebas.
Las absorbancias fueron obtenidas a 490 nm en el lector de placas y los resultados de
las concentraciones de citocinas se calcularon utilizando su respectiva curva estandar.
Para las pruebas se emplearon macréfagos sin tratamiento ni estimulo como control
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negativo, mientras que macréfagos activados con LPS (1 pg/mL) fueron utilizados
como control positivo. El porcentaje de inhibicibn de cada citocina pro-inflamatoria
(%ICIT), en este caso IL-1B, IL-6 y TNF-q, se calcul6 con la siguiente formula:

Formula 9. %ICIT = {1 - [CITys / ClIT¢w)]} 100

Donde:

ClT¢ = Concentracion de IL-1B, IL-6 o TNF-a calculada para el control
positivo.

CIT+xs = Concentracion de IL-1B, IL-6 o TNF-a calculada para el control
negativo o para cada uno de los tratamientos.

Screening de las muestras evaluadas

Se analizaron los resultados obtenidos en las pruebas in vitro y se seleccioné
el derivado proteico con la mayor actividad anti-inflamatoria, el cual fue la fraccién de 1-
3 kDa. Por lo tanto, se evalué su efecto anti-inflamatorio en ensayos in vivo de edema
plantar inducido por carragenina, edema auricular inducido por 12-O-tetradecanoilforbol
13-acetato (TPA) e hipersensibilidad retardada inducida por 1-fluoro-2,4-dinitrobenceno
(DNFB).

Ensayos in vivo
Induccion de edema plantar

La induccién del edema plantar por carragenina se realizé empleando la
metodologia de Khajuria y col.,®® con pequefias modificaciones de acuerdo a lo
requerido en este trabajo. La carragenina es un agente inductor de inflamacién que ha
sido ampliamente usado de manera experimental debido a que, al ser inyectada de
manera local en la pata del animal de experimentacién, produce una reaccion
inflamatoria discernible. Dicha reaccion esta regulada por la activacién de mediadores
como las prostaglandinas, en un mecanismo dependiente de ciclooxigenasas (COX).%

Para este ensayo se utilizaron un grupo experimental, un grupo control
positivo y un grupo control negativo (cinco animales por grupo). Los ratones fueron
pesados en una balanza digital y posteriormente, con ayuda de una canula y por via
intragéstrica, se administraron 100 uL de la fraccion de 1-3 kDa a una concentracion de
100 pg/kg en solucién salina fisiologica (SSF) al 0.9% (PiSA®) al grupo experimental; al
grupo control positivo se administraron 100 pL de indometacina (Sigma®) a 10 mg/kg
en SSF al 0.9% (usada como farmaco de referencia) y al grupo control negativo
solamente 100 pL de SSF al 0.9%. Las administraciones se realizaron una vez al dia y
durante cinco dias. En el ultimo dia, se midi6 el grosor de ambas patas traseras de los
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ratones con un micrometro de precision digital Truper® y se administraron los
tratamientos correspondientes. Una hora después, se inyectaron 50 pL de una solucion
de carragenina (Sigma®) al 1% en SSF al 0.9% en el cojinete plantar de la pata trasera
derecha de cada raton. Finalmente, se midié el grosor de la pata derecha de cada
animal 1, 2, 3, 4 y 5 h después de la aplicacién de la inyeccion. La diferencia en el
grosor de las patas traseras fue reportada como expresion del edema plantar. El
porcentaje de inhibiciébn del edema plantar (%IEP) fue calculado con la siguiente
férmula:

Formula 10. %IEP = {1 - [EP+s / EPc(]} 100

Dénde:

EP¢( = Promedio del edema plantar calculado para el grupo control negativo.

EP+«s = Promedio del edema plantar calculado para el grupo control positivo o
el grupo experimental.

Inducciéon de edema auricular

La induccién del edema auricular por TPA se llevé a cabo a través del
protocolo reportado por Gémez y Gil,*® con ligeras modificaciones. La inflamacion local
inducida por TPA tiene como caracteristica el crecimiento en el grosor de la oreja del
animal de experimentacién. El engrosamiento se da debido al aumento de la
permeabilidad vascular en respuesta a productos del acido araquidénico, como las
prostaglandinas, en un mecanismo mediado por COX.***

Para esta prueba se utilizaron un grupo experimental, un grupo control positivo
y un grupo control negativo (cinco animales por grupo). De igual manera, los ratones
fueron pesados en una balanza digital y posteriormente se administraron 100 pL de la
fraccion de 1-3 kDa a 100 pg/kg en SSF al 0.9% al grupo experimental (con ayuda de
una canula y por via intragastrica); al grupo control positivo se administraron 100 puL de
indometacina a 10 mg/kg en SSF al 0.9% y al grupo control negativo solamente 100 pL
de SSF al 0.9%. Las administraciones se realizaron una vez al dia y durante cinco
dias. En el dltimo dia, se midi6 el grosor de ambas orejas de los ratones con el
micrometro de precision digital y se administraron los tratamientos correspondientes.
Una hora después se aplicaron, por via tépica, 2 ug de TPA (Sigma®) en 20 uL de
acetona (Meyer®) en la oreja derecha de cada ratén, tanto en el lado interno como
externo (10 uL por lado). Luego, se midi6 el grosor de la oreja derecha de cada animal
1, 2, 3,4y 5 h después de la aplicacion. La diferencia en el grosor de las orejas fue
reportada como expresion del edema auricular. Por Gltimo, el porcentaje de inhibicién
del edema auricular (%IEP) fue calculado con la siguiente formula:
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Formula 11. %IEA = {1 - [EAr,s / EAc]} 100

Donde:

EAc = Promedio del edema auricular calculado para el grupo control
negativo.

EA+«s = Promedio del edema auricular calculado para el grupo control positivo
o0 el grupo experimental.

Hipersensibilidad retardada

La prueba de hipersensibilidad retardada inducida por DNFB se realiz6
siguiendo el método descrito por Fu y col.,’*? con ligeras modificaciones. La inmunidad
celular regula las reacciones de hipersensibilidad retardada (reacciobn de
hipersensibilidad tipo V), cuyo inicio involucra la participacion de linfocitos T CD4" y
CD8". Este mecanismo se produce como respuesta contra una variedad de virus,
hongos y parasitos, al igual que en el rechazo de injertos y en la sensibilizacién de la
piel por contacto con agentes quimicos.'® La hipersensibilidad por contacto ha sido
ampliamente analizada en modelos murinos y consta de dos fases, denominadas fase
de sensibilizacién y fase de estimulacion.’® En la fase de sensibilizacion, la piel del
animal entra en contacto por primera vez con un hapteno.'® Los haptenos son
compuestos de bajo peso molecular que, al interaccionar con proteinas, desencadenan
mecanismos propios del sistema inmune adaptativo.'® Por lo tanto, estas moléculas no
son inmunogénicas por si mismas, pero al unirse a proteinas de la piel forman
complejos altamente inmunogénicos. Los complejos son reconocidos por CPA, cuya
funcién es presentar los péptidos haptenados a linfocitos T y activarlos. Los linfocitos T
activados proliferan y circulan entre los érganos linfoides y la piel. En la fase de
estimulacion, una nueva exposicion de la piel al hapteno activa linfocitos T especificos
y desencadena el proceso inflamatorio responsable de las lesiones.*®

En este ensayo se emplearon un grupo experimental, un grupo control positivo
y un grupo control negativo (cinco animales por grupo). De manera similar a las
pruebas anteriores, los ratones fueron pesados en una balanza digital y posteriormente
se administraron 100 uL de la fraccién de 1-3 kDa a 100 pg/kg en SSF al 0.9% al grupo
experimental (con ayuda de una canula y por via intragastrica); al grupo control positivo
se administraron 100 pL de indometacina a 10 mg/kg en SSF al 0.9% y al grupo control
negativo solamente 100 pL de SSF al 0.9%. Las administraciones se realizaron una
vez al dia y durante cinco dias. En el ultimo dia, se midi6 el grosor de ambas orejas de
los ratones con el micrémetro de precision digital y se administraron los tratamientos
correspondientes. Una hora después de la aplicacién, se rasuroé la region abdominal de
los ratones con una navaja. Posteriormente, se colocaron de manera topica en el
abdomen, 20 L de una solucion de DNFB (Sigma®) al 0.5% en una mezcla de acetona
y aceite de oliva en proporcién 4:1 (v/v), el cual ejercié la funcion de hapteno. A las 24
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h se aplicé un segundo reto, adicionando nuevamente 20 pL de la solucion de DNFB al
0.5% en el abdomen. A los cinco dias se realizd un tercer reto, aplicando de nueva
cuenta 20 pL de la solucion de DNFB al 0.5% en el abdomen; ademas, se aplicaron 10
pL de una solucion de DNFB al 0.2% en el pabell6n auricular derecho de cada ratén. A
las 48 h de haber realizado el Gltimo reto, se midi6 el grosor de ambas orejas de cada
animal. Entonces, la diferencia en el grosor de las orejas fue reportada como expresion
del edema. Finalmente, el porcentaje de inhibicién del edema (%IE) se calculd con la
siguiente férmula:

Formula 12. %IE = {1 - [E,s / Ecyl} 100

Dénde:

Ec() = Promedio del edema calculado para el grupo control negativo.

E+s = Promedio del edema calculado para el grupo control positivo o el grupo
experimental.

Andlisis estadistico

Los resultados de las determinaciones de humedad y proteinas del aislado
proteico, asi como del grado de hidrolisis, fueron reportados como la media *
desviacion estandar (DE) de cada determinacion realizada por triplicado. Las
concentraciones de proteinas del hidrolizado proteico y las fracciones peptidicas fueron
reportadas como la media + DE de cada determinacion realizada por triplicado, usando
la prueba t de Student para la comparacién entre pares de medias y considerando
aguellos valores con un nivel de p < 0.05 como estadisticamente significativos. Los
valores obtenidos en los ensayos in vitro fueron expresados como la media + DE de
tres experimentos independientes por triplicado y fueron contrastados mediante
analisis de varianza (ANOVA) de una via con una prueba post hoc de Dunnett,
considerando aquellos valores con un nivel de p < 0.05 como estadisticamente
significativos en comparacién con su respectivo control. Los valores obtenidos en los
ensayos in vivo fueron expresados como la media + error estandar (EE) de cada grupo
evaluado y fueron contrastados mediante ANOVA de dos vias con una prueba post hoc
de Dunnett, considerando aquellos valores con un nivel de p < 0.05 como
estadisticamente significativos en comparacion con el grupo control. Los andlisis se
llevaron a cabo empleando el programa GraphPad Prism® versién 7.00 (GraphPad
Software Inc., California, Estados Unidos de América).®’
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RESULTADOS Y DISCUSION

Rendimiento en la obtencién del aislado proteico

El rendimiento en el procedimiento para la obtencién del aislado proteico
producido a partir de la harina desgomada y desgrasada de las semillas de S.
hispanica L. fue calculado por kg de semilla procesada, obteniéndose un rendimiento
total del 37.27%.

Investigaciones realizadas con otro tipo de derivados proteicos producidos a
partir de las semillas de esta especie vegetal reportaron rendimientos comparables al
rendimiento obtenido en este trabajo. Tal es el caso del estudio llevado a cabo por
Segura-Campos y col.,” en el cual se obtuvo un rendimiento del 29.68% para la
fraccion rica en proteinas producida. En otro estudio, Salazar-Vega y Segura-
Campos'® reportaron un rendimiento del 40.47% en la produccién del concentrado
proteico. Las variaciones en los porcentajes podrian atribuirse a las modificaciones
dadas entre procesos para la obtencién de los derivados proteicos, debido a que cada
uno de los productos presenta caracteristicas y aplicaciones distintas de acuerdo a lo
descrito en dichos estudios. Entre las modificaciones observadas se encuentran el
tiempo programado para la extraccién del mucilago o de los aceites presentes en las
semillas, el tamafio del tamiz, entre otros. Sin embargo, se puede afirmar que el
rendimiento calculado en la produccién del aislado proteico obtenido en este trabajo
coincide con los valores reportados en los estudios ya mencionados.

Contenido de humedad y proteinas del aislado proteico
El contenido de humedad presente en el aislado proteico de las semillas de S.
hispanica L. fue de 7.84% (Cuadro 3). También se determiné la cantidad de proteinas

contenida en el aislado, cuyo valor fue de 90.29% en base seca.

Cuadro 3. Cantidad de humedad y proteinas presentes en el aislado proteico
de S. hispanica L.

Humedad (%) Proteinas en base Proteinas en base
humeda (%) seca (%)

Aislado proteico 7.84 £ 0.08 83.20+£1.23 90.29 £1.33

Los resultados representan la media + DE de las determinaciones realizadas por
triplicado.

Por definicién, un aislado proteico es un producto refinado que se caracteriza
por un contenido de proteinas minimo del 90% en base seca, preparado a partir de
harina previamente desgrasada.'®’ El proceso de obtencion de un aislado conlleva una
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serie de etapas que disminuyen los componentes no proteicos (como fibra, lipidos,
entre otros), teniendo como finalidad la elaboracion del producto con una elevada
concentracion de proteinas. Debido a la creciente tendencia en reducir la ingesta de
proteinas animales, los aislados proteicos de origen vegetal han adquirido un amplio
interés.’® En este sentido, diversas plantas han demostrado ser una importante fuente
de proteinas de bajo costo para complementar la alimentacion humana. Incluso, los
aislados proteicos obtenidos son faciles de digerir y se pueden incorporar de forma
sencilla a diferentes productos alimenticios. Aunado a su alta concentracion proteica y
propiedades funcionales reportadas, los aislados se han convertido en un ingrediente
ideal para ser usados en bebidas, alimentos y productos texturizados a base de
proteinas.*®

No obstante, solamente el estudio de un derivado proteico de las semillas de
S. hispanica L. ha reportado un contenido proteico comparable al porcentaje obtenido
para el aislado proteico de este trabajo. En dicho estudio, Salazar-Vega y Segura-
Campos'® obtuvieron el concentrado proteico a partir de la fraccion rica en proteinas
producida de las semillas y determinaron su contenido de proteinas, el cual fue de
83.59%. Lo anterior puede atribuirse a diversas razones. Por ejemplo, se eliminaron
componentes como fibra soluble o aceites a través de los procesos de extraccion del
mucilago mediante agitacién constante y de desgrasado con el método Soxhlet,
respectivamente. Incluso se descartaron los componentes no proteicos restantes
empleando un proceso de tamizado con una malla de 140 um, lo cual aumento el
rendimiento para la obtenciéon de las proteinas. De la misma manera, el método de
solubilizacion alcalina con NaOH y precipitacion isoeléctrica con HCI contribuy6 con el
incremento en la concentracion proteica. Sin embargo, la ligera diferencia en la
cantidad de proteinas de los derivados proteicos podria deberse al tiempo empleado y
al numero de etapas utilizadas en el proceso de desgrasado, ya que la metodologia
reportada para el concentrado proteico del estudio previo hace menciéon de una sola
etapa, mientras que en la obtencién del aislado proteico se realizaron tres extracciones
de aceite durante 4 h. Por consiguiente, todos estos factores ayudaron a la obtencién
del aislado con una elevada concentracion de proteinas, convirtiéndolo en un buen
material para la produccion del hidrolizado proteico.

Grado de hidroélisis

Como se describié con anterioridad, el hidrolizado proteico de S. hispanica L.
fue preparado en dos lotes, obtenidos a partir del aislado proteico utilizando un sistema
de hidrolisis secuencial con Pepsina®-Pancreatina®. Estas enzimas acttian mediante un
ataque nucleofilico que involucra la formacién de un complejo acil-enzima y su
posterior ruptura, liberando los productos de la reaccion y la enzima empleada. La
Pepsina® tiene actividad endopeptidasa, por lo que actla sobre los enlaces internos de
las proteinas e hidroliza principalmente por el extremo carboxilo terminal de los
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residuos aromaticos fenilalanina, tirosina y triptéfano. Por su parte, la Pancreatina® es
una preparacion comercial que incluye proteasas como tripsina, quimotripsina, elastasa
y carboxipeptidasas, al igual que enzimas contenidas en el fluido pancreético tales
como amilasa, lipasa pancredtica y nucleasas; este conjunto de enzimas posee
actividad endopeptidasa y exopeptidasa, dando como resultado una mezcla de
pequefios oligopéptidos y aminoacidos libres.**

Posteriormente, se determiné el grado de hidrdlisis a cada uno de los lotes del
hidrolizado, obteniéndose valores de promedio de 38.31y 39.83% (Cuadro 4).

Cuadro 4. Valores de grado de hidrdlisis calculados para cada lote de
hidrolizado proteico de S. hispanica L.

Grado de hidrolisis (%)

Lote 1 38.31+3.90
Lote 2 39.83+£4.99

Los resultados representan la media + DE de las determinaciones realizadas por
triplicado.

El grado de hidrolisis es una propiedad fundamental de un hidrolizado
proteico, ya que ayuda a determinar en gran medida sus caracteristicas y por tanto, su
posible uso. Reportes previos han descrito que los hidrolizados que se producen para
su uso en alimentacion se pueden clasificar en tres tipos: hidrolizados con bajo grado
de hidrdlisis (entre 1-10%), para la mejora de propiedades funcionales; hidrolizados
con grado de hidrdlisis variable, para su uso como saborizantes; hidrolizados
extensivos con grado de hidrdélisis superior al 10%, para su empleo en alimentacién
especializada debido a sus propiedades nutricionales, fisiolégicas o biol6gicas.’™ La
produccién de hidrolizados extensivos requiere el uso de mas de una proteasa, puesto
gue una sola enzima no permite obtener un grado de hidrdlisis tan elevado dentro de
periodos de tiempo razonables.'*? Debido a esta razén, aunado a las caracteristicas ya
descritas sobre las enzimas empleadas en el proceso, se optd por el uso de un sistema
secuencial de hidrélisis enzimética. En cuanto a los resultados obtenidos y de acuerdo
a la clasificacion ya citada, los porcentajes de grado de hidrélisis calculados para
ambos lotes de los hidrolizados proteicos elaborados a partir de las semillas de S.
hispanica L. permiten categorizarlos como hidrolizados extensivos.

Los porcentajes obtenidos en este estudio son comparables a los valores de
grado de hidrdlisis reportados en otras investigaciones realizadas con hidrolizados
proteicos de S. hispanica L. Segura-Campos y col.” reportaron un grado de hidrélisis de
43.80% utilizando las enzimas Alcalasa® y Flavorzima® durante un tiempo de reaccion
de 150 min. En otro estudio llevado a cabo por Segura Campos y col.'*? también se
emple6 el sistema Alcalasa®-Flavorzima® durante 150 min para la produccion del
hidrolizado proteico y se calcul6 el grado de hidrolisis del mismo, obteniendo un valor

49



de 51.60%. Las ligeras variaciones observadas en los porcentajes pueden deberse
principalmente al tiempo de reaccion, ya que un tiempo mas prolongado puede generar
un grado de hidrélisis méas elevado. Sin embargo, estos datos sustentan el hecho de
que S. hispanica L. es un buen recurso natural para la obtencién de hidrolizados
proteicos extensivos e indican que dichos productos poseen las propiedades idoneas
para su evaluacién en modelos biolégicos de actividad anti-inflamatoria.

Adicionalmente, un hidrolizado proteico con las caracteristicas ya descritas
representa una importante fuente de péptidos bioactivos con diferente corte de peso
molecular. Por consiguiente, los lotes del hidrolizado proteico fueron sometidos a una
etapa posterior de fraccionamiento por ultrafiltracion a través de membranas de
diferente corte de peso molecular, teniendo como producto final las diferentes
fracciones peptidicas (fraccién >10 kDa, fraccion de 5-10 kDa, fraccién de 3-5 kDa,
fraccion de 1-3 kDa y fraccién <1 kDa) con potencial actividad anti-inflamatoria.

Cuantificacion de proteinas de los derivados proteicos

Los niveles de proteinas de cada uno de los lotes del hidrolizado proteico y las
fracciones peptidicas aisladas de S. hispanica L. fueron cuantificados mediante el
ensayo de Bradford, cuyas concentraciones resultaron no poseer significancia
estadistica con base en la comparacion entre pares de medias y por ende, se puede
mencionar que las muestras de ambos lotes poseen un contenido proteico similar
(Cuadro 5). Al no existir una diferencia estadistica entre los lotes, cualquiera de éstos
pudo ser elegible para la evaluacion de la actividad biolégica, de manera que se
seleccionaron los derivados proteicos correspondientes al lote 1 y se procedi6 a la
evaluacion del efecto anti-inflamatorio in vitro de cada una de las muestras. Para las
concentraciones a evaluar se tomé como base la cantidad de proteinas obtenida en
esta prueba, como se mencioné anteriormente.

Cuadro 5. Concentracion de proteinas presente en los derivados proteicos de
S. hispanica L.

Muestra de lote 1 Concentracion Muestra de lote 2 Concentraciéon  Nivel

(5 mg/mL) (mg/mL) (5 mg/mL) (mg/mL) dep
Hidrolizado 0.68 + 0.01 Hidrolizado 0.58 £+ 0.11 0.06
Fraccion >10 kDa 1.07 £ 0.05 Fraccion >10 kDa 1.02 £ 0.03 0.40
Fraccion 5-10 kDa 0.24 +0.02 Fraccion 5-10 kDa 0.25+0.04 0.88
Fraccion 3-5 kDa 0.09 £0.01 Fraccion 3-5 kDa 0.06 £ 0.01 0.65
Fraccion 1-3 kDa 0.09 + 0.00 Fraccion 1-3 kDa 0.04 +0.01 0.48
Fraccion <1 kDa 0.07 £ 0.16 Fraccion <1 kDa 0.01 £0.03 0.37

Los resultados representan la media + DE de las determinaciones realizadas por
triplicado, comparados entre pares de medias con la prueba t de Student y considerando
aquellos valores con un nivel de p < 0.05 como estadisticamente significativos.
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Efecto de los derivados proteicos sobre la viabilidad celular

Se evaluo el efecto de cada uno de los derivados proteicos aislados de S.
hispanica L. sobre la viabilidad de macréfagos murinos cultivados y una vez
interpretados los resultados, se demostré que tanto el hidrolizado proteico como las
fracciones peptidicas no ejercieron efectos téxicos estadisticamente significativos
sobre las células a las distintas concentraciones evaluadas en comparaciéon con el
control negativo, compuesto por macrofagos sin tratamiento y cuyo porcentaje fue
considerado como el 100.00% de viabilidad (Figura 14). El porcentaje de viabilidad del
control positivo de citotoxicidad fue de 58.66%, correspondiente a macrofagos tratados
con DMSO al 100% (Cuadro 6).
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Figura 14. Efecto de los derivados proteicos de S. hispanica L. sobre la
viabilidad de macrofagos. Los resultados representan la media + DE de tres
experimentos independientes por triplicado. Los datos fueron comparados mediante
ANOVA de una via con una prueba post hoc de Dunnett, donde * indica valores
estadisticamente significativos (p < 0.05) en contraste con C(-). C(-): control negativo;

C(+): control positivo; H: hidrolizado; F: fraccion.
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Cuadro 6. Valores obtenidos en la determinacién de la viabilidad de
macrofagos tratados con los derivados proteicos de S. hispanica L.

Viabilidad (%)

1 pg/mL 10 pg/mL 100 pg/mL 200 pg/mL
H 90.67 £ 0.17 99.61 +6.13 84.01 +1.58 94.30 £ 3.40
F>10 100.70 £ 4.72 92.62 +4.85 91.03+£3.13 98.06 + 6.56
F5-10 96.75 + 8.42 95.25 + 8.57 97.96 £ 4.75 102.00 + 0.98
F3-5 93.71 £ 5.06 91.98 + 2.03 92.14 + 14.94 93.31+2.01
F1-3 94.03+2.71 94.04 + 4.60 83.66 + 0.77 95.36 £ 2.74
F<1 90.70 + 3.59 85.70 £ 3.03 88.74 + 8.27 89.04 + 4.03

Los resultados representan la media + DE de tres experimentos independientes por
triplicado. Los datos fueron comparados mediante ANOVA de una via con una prueba post hoc
de Dunnett, donde * indica valores estadisticamente significativos (p < 0.05) en contraste con
C(-). C(-): control negativo, 100.00 + 0.00%; C(+): control positivo, 58.66 + 0.77%* H:
hidrolizado; F: fraccion.

Diversas investigaciones han demostrado que las proteinas o péptidos
obtenidos de algunas semillas y granos de interés comercial no poseen efectos
citotoxicos sobre macréfagos. Por ejemplo, el estudio llevado a cabo por Montoya-
Rodriguez y col.™*®* demostré que los hidrolizados proteicos obtenidos de la harina de
los granos de Amaranthus hypochondriacus (amaranto) no afectaron de manera
significativa la viabilidad de lineas celulares de macrofagos RAW 264.7 y monocitos
THP-1 diferenciados. En el estudio realizado por Wu y col.*** con hidrolizados proteicos
preparados a partir de harina desgrasada de germen de Triticum vulgare (una especie
de trigo) se comprobé que dichos derivados tampoco poseen efectos toxicos en células
RAW 264.7. De igual forma, la investigacion llevada a cabo por Udenigwe y col.**®
mostré que fracciones peptidicas de bajo peso molecular obtenidas de la harina
desgrasada de semillas de Linum usitatissimum (lino) no ejercen efectos citotdxicos en
la viabilidad de macro6fagos RAW 264.7. Por lo tanto, debido a que el hidrolizado
proteico y las fracciones peptidicas de las semillas de S. hispanica L. no afectaron de
manera significativa la viabilidad de los macr6fagos murinos, se pudo descartar que
cualquier efecto inhibitorio sobre los niveles de los parametros evaluados en los
ensayos de actividad anti-inflamatoria sea debido a un posible efecto citotoxico
causado por los derivados proteicos.

Efecto de los derivados proteicos sobre la produccién de Oxido nitrico y
peroxido de hidrogeno

Se evalud la produccion de ERN y ERO, en concreto NO y H,0O,, por
macréfagos murinos tratados con los derivados proteicos de las semillas de S.
hispanica L. y activados con un potente agente estimulador del sistema inmune, en
este caso, LPS de E. coli (1 pg/mL). Los resultados obtenidos en la produccion de NO
mostraron una disminucion de manera dependiente de la concentracién en algunas de
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las muestras evaluadas (Figura 15). Como se puede notar, tanto el hidrolizado como la
fraccion de 3-5 kDa y fraccion de 1-3 kDa presentaron este decremento dependiente
de la concentracion a partir de 10 pg/mL, con valores minimos a 200 pg/mL (Cuadro 7).
De estos derivados, la fraccion de 1-3 kDa mostré una concentracion de 132.80 uM a
10 pg/mL, resultado estadisticamente significativo en comparaciéon con el control
positivo conformado por macréfagos estimulados con LPS (1 pug/mL) y considerado
como la maxima produccién de NO por las células (102.80 uM). De la misma manera,
la fraccién de 1-3 kDa presentd uno de los valores de NO mas bajos a 200 pug/mL, con
una concentracion de 101.30 uM (1.39% de inhibicion). En esta prueba también se
empled un control negativo, compuesto por células sin tratamiento ni estimulo y cuyo
valor fue de 2.80 uM, con un porcentaje de inhibicién de 97.27%.
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Figura 15. Efecto de los derivados proteicos de S. hispanica L. sobre la
produccion de NO por macrofagos. Los resultados representan la media + DE de tres
experimentos independientes por triplicado. Los datos fueron comparados mediante
ANOVA de una via con una prueba post hoc de Dunnett, donde * indica valores
estadisticamente significativos (p < 0.05) en contraste con C(+). C(+): control positivo;
C(-): control negativo; H: hidrolizado; F: fraccion.
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Cuadro 7. Valores obtenidos en la determinacién de la producciéon de NO por
macrofagos tratados con los derivados proteicos de S. hispanica L.

Concentracién de NO (uM)
(Porcentaje de inhibicién de NO)

1 pg/mL 10 pg/mL 100 pg/mL 200 pg/mL

H 117.80 £ 2.82 132.80 + 18.38* 126.30 + 3.53* 103.80 + 8.48
(sn (sh) (shy (sn

F>10 88.80 £ 4.24 97.80 £ 11.31 97.80 + 5.65 92.80+1.41

(13.58 £5.31) (4.93 £9.69) (4.89 £4.19) (9.71 £ 2.61)

F5-10 108.80 + 1.41 118.80 + 7.07 102.80 + 4.24 104.80 + 7.07
(sn (sh) (0.01+£2.75) (s

F3-5 104.30 + 4.95 138.80 + 9.89* 110.30 + 4.95 100.80 + 4.24

(sn (shy (shy (1.96 + 2.77)

F1-3 121.30 £ 0.70 132.80 £ 12.73* 111.30 £ 12.02 101.30 £ 7.77

(sn (shy (shy (1.39 £ 8.92)

F<1 95.80 + 2.82 122.80 £ 4.24 95.80 + 2.82 112.80 £ 7.07
(6.78 £ 4.03) (shy (6.78 £ 4.03) (sn

Los resultados representan la media + DE de tres experimentos independientes por
triplicado. Los datos fueron comparados mediante ANOVA de una via con una prueba post hoc
de Dunnett, donde * indica valores estadisticamente significativos (p < 0.05) en contraste con
C(+). C(+): control positivo, 102.80 + 1.41 yM; C(-): control negativo, 2.80 + 1.41 pM* (97.27 +
1.41%); H: hidrolizado; F: fraccion; S/I: sin inhibicion.

También se determiné la produccién de H,O, por los macréfagos tratados con
el hidrolizado proteico y las fracciones peptidicas, observandose distintos
comportamientos para cada uno de los derivados analizados (Figura 16). El hidrolizado
proteico, la fracciébn >10 kDa y la fraccién <1 kDa exhibieron valores elevados a las
concentraciones de 10 y 100 pg/mL, teniendo 19.41 pM (5.50% de inhibicion) para la
fraccion >10 kDa y 18.18 uM (11.51% de inhibicion) para la fraccién <1 kDa, ambas a
10 pg/mL, asi como 20.41 uM (0.65% de inhibicion) para el hidrolizado a 100 pg/mL
(Cuadro 8). En cuanto a la mayor concentracién evaluada, se obtuvieron valores de
18.22 (11.29% de inhibicion), 14.91 (27.40% de inhibicion) y 13.92 uM (32.23% de
inhibicion) para el hidrolizado, fraccion >10 kDa y fraccion <1 kDa, respectivamente.
Por otro lado, sélo la fraccion de 1-3 kDa present6 un decremento dependiente de la
concentracion, con un valor de 14.56 uM y 29.13% de inhibicion a 200 pg/mL. Todos
los valores mostraron significancia estadistica en comparacion con el control positivo
(20.54 uM), a excepcion de las concentraciones obtenidas para el hidrolizado a 1, 10 y
100 pg/mL; el control negativo empleado presenté una concentracion basal de 0.50 uM
(97.53% de inhibicion).
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Figura 16. Efecto de los derivados proteicos de S. hispanica L. sobre la

produccion de H,O, por macréfagos. Los resultados representan la media + DE de tres
experimentos independientes por triplicado. Los datos fueron comparados mediante
ANOVA de una via con una prueba post hoc de Dunnett, donde * indica valores
estadisticamente significativos (p < 0.05) en contraste con C(+). C(+): control positivo;

C(-): control negativo; H: hidrolizado; F: fraccion.

Cuadro 8. Valores obtenidos en la determinacion de la produccién de H,0,
por macréfagos tratados con los derivados proteicos de S. hispanica L.

Concentracién de H,O, (M)

(Porcentaje de inhibicion de H,0,)

1 pg/mL 10 pg/mL 100 pg/mL 200 pg/mL
H 19.63 + 0.09 20.19+0.19 20.41 + 0.07 18.22 + 0.27*
(4.42+£0.49) (1.71 £ 0.90) (0.65 £ 0.30) (11.29 +1.31)
F>10 18.85 + 0.63* 19.41 + 0.03* 18.53 + 0.18* 14.91 + 0.82*
(8.26 + 3.02) (5.50 £ 0.21) (9.77 £ 0.83) (27.40 £ 4.05)
F5-10 18.04 + 0.39* 17.20 £ 0.30* 19.30 £ 0.01* 18.27 £ 0.07*
(12.20 £ 1.88) (16.27 £ 1.53) (6.05 £ 0.05) (11.05 +0.31)
F3-5 17.81 + 0.08* 16.02 £ 0.10* 16.23 £ 0.51* 15.28 + 0.21*
(13.32+£0.38) (22.02 £ 0.53) (20.98 + 2.46) (25.60 + 1.08)
F1-3 18.74 £ 0.01* 18.23 + 0.46* 14.80 £ 0.17* 14.56 = 0.44*
(8.74 £ 0.13) (11.24 £ 2.32) (27.97 £ 0.86) (29.13 + 2.22)
F<1 15.28 + 0.09* 18.18 + 0.09* 17.94 + 0.12* 13.92 + 0.76*

(25.64 + 0.44)

(11.51 + 0.51)

(12.68 + 0.57)

(32.23 £ 3.74)

0.52%); H: hidrolizado; F: fraccién.
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Los resultados representan la media + DE de tres experimentos independientes por
triplicado. Los datos fueron comparados mediante ANOVA de una via con una prueba post hoc
de Dunnett, donde * indica valores estadisticamente significativos (p < 0.05) en contraste con
C(+). C(+): control positivo, 20.54 + 0.00 uM; C(-): control negativo, 0.50 + 0.10 pM* (97.53 +



Entonces, una vez analizadas las concentraciones de NO y H,O, obtenidas
para cada derivado proteico, al igual que sus porcentajes de inhibicién, se puede
mencionar que la fraccion de 1-3 kDa fue la que mostr6 el mayor efecto anti-
inflamatorio de acuerdo a la medicion de estas moléculas.

Como se describié con anterioridad, el NO y el H,O, estan implicados en la
respuesta inflamatoria y su liberacibn excesiva conduce a estrés oxidativo,
contribuyendo al dafio ocasionado por una gran variedad de padecimientos tales como
la diabetes o el cancer.*® Tomando este antecedente, algunos trabajos han evaluado y
demostrado el efecto supresor sobre la produccién de ERO o ERN por proteinas o
péptidos aislados de diferentes granos de importancia comercial. Un ejemplo es la
investigacion llevada a cabo por Ndiaye y col.,*'® en la cual se demostré que la fraccion
<3 kDa de las semillas de Pisum sativum L. (guisante de campo amarillo) ocasiona un
decremento dependiente de la concentracién en los niveles de NO producidos por
macréfagos RAW 264.7. El estudio realizado por Udenigwe y col.™*® determiné la
actividad en la produccion de NO por macrofagos RAW 264.7 tratados con fracciones
peptidicas de bajo peso molecular (<1 kDa) aisladas de las semillas de L.
usitatissimum y obtenidas con diferentes enzimas, comprobando que estos productos
también poseen un efecto inhibitorio dependiente de la concentracion. Ademas,
algunos estudios han demostrado que los distintos péptidos contenidos en otros
derivados proteicos también inhiben ciertos marcadores relacionados con la produccion
de NO y H,0,. Por ejemplo, Dia y col.'*” aislaron el péptido lunasina a partir de harina
desgrasada de G. max L. y evaluaron su efecto sobre la produccién de NO por
macrofagos RAW 264.7 y la expresion de INOS por estas mismas células,
observandose un decremento a las concentraciones mas elevadas para ambos casos.

Todos estos estudios permiten establecer que las fracciones con péptidos de
menor tamafio ejercen efectos significativos en la disminucion de ERO y ERN.
Asimismo, los péptidos contenidos en los derivados analizados en dichos trabajos
contribuyen a una inhibicion en la expresiébn de otros factores implicados en la
produccion de NO, como puede ser iINOS. Por lo tanto, es posible que los péptidos
contenidos en los derivados proteicos de las semillas de S. hispanica L. presenten un
mecanismo similar en la inhibicion de los niveles de NO producidos por los
macréfagos, aunque seria necesario evaluar el efecto de los péptidos de esta planta
sobre otros marcadores. Igualmente, debido a la nula cantidad de reportes acerca de la
regulacion en la produccién de H,O,, seria necesario evaluar algunos mediadores
involucrados con esta molécula, como la produccion de O, o la expresion de SOD.
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Efecto de los derivados proteicos sobre la produccién de citocinas

Se determinaron los niveles de IL-1B, IL-6 y TNF-a (citocinas pro-
inflamatorias) producidos por los macréfagos tratados con los derivados proteicos, asi
como los niveles de IL-10 (citocina anti-inflamatoria) secretados por estas mismas
células. Al igual que con los pardmetros evaluados anteriormente, los valores de IL-13
presentaron tendencias diferentes en cada una de las muestras (Figura 17). La fraccién
>10 kDa y la fraccibn de 1-3 kDa fueron los Unicos derivados proteicos que
demostraron un efecto inhibitorio dependiente de la concentracion (Cuadro 9). La
fraccion >10 kDa mostrd el valor maximo en la produccion de esta citocina, con una
concentracion de 2400.00 pg/mL a 1 pg/mL y con significancia estadistica en
comparacion con el control positivo, compuesto por macréfagos activados con LPS (1
pug/mL) y cuya concentracion fue de 1787.00 pg/mL. A diferencia de los valores de
otros derivados, la fraccion de 1-3 kDa presento los niveles mas bajos en la produccion
de IL-1B, con un valor de 732.20 pg/mL a 200 ug/mL y con diferencia estadistica
significativa; de igual manera, el menor porcentaje de inhibicion se observé a esta
concentracién (59.00%). Como control negativo se emplearon células sin tratamiento ni
estimulo, obteniendo una concentracion basal de 49.20 pg/mL y 97.24% de inhibicién.
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Figura 17. Efecto de los derivados proteicos de S. hispanica L. sobre la
produccion de IL-13 por macrofagos. Los resultados representan la media + DE de tres
experimentos independientes por triplicado. Los datos fueron comparados mediante
ANOVA de una via con una prueba post hoc de Dunnett, donde * indica valores
estadisticamente significativos (p < 0.05) en contraste con C(+). C(+): control positivo;
C(-): control negativo; H: hidrolizado; F: fraccion.
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Cuadro 9. Valores obtenidos en la determinacion de la produccion de IL-13
por macréfagos tratados con los derivados proteicos de S. hispanica L.

Concentracién de IL-1B (pg/mL)
(Porcentaje de inhibicién de IL-1B)

1 pg/mL 10 pg/mL 100 pg/mL 200 pg/mL

H 2034.00 = 1218.00 + 4.24* 1317.00 £ 33.94*  1249.00 + 31.11*

224.90* (S/) (31.83+0.88) (26.29 + 2.59) (30.09 + 2.40)
F> 2400.00 £ 88.39*  1459.00 + 30.41*  1320.00 £ 12.73*  1212.00 + 15.56*
10 (s (18.37 £ 2.47) (26.12 £ 1.41) (32.17 £ 1.51)
F5-  1990.00 +55.15 1456.00 + 34.65*  1112.00 + 21.21*  1193.00 * 24.75*
10 (sn (18.55 £ 1.16) (37.77 £ 0.59) (33.25£2.01)
F3- 2092.00 +29.70* 1560.00 + 74.95  1505.00 + 153.40* 1209.00 + 10.61*
5 (sn (12.72 + 3.36) (15.76 £ 9.38) (32.37 £ 0.04)
F1- 1604.00+£41.01 1141.00 + 48.79* 884.20 + 97.58* 732.20 + 100.40*
3 (10.25 + 1.44) (36.18 +2.12) (50.50 + 5.93) (59.00 + 6.00)
F<1 1603.00 +£104.70 1384.00 +46.67*  1086.00 + 50.20*  1119.00 * 22.63*

(10.26 + 6.70) (22.53 £ 3.34) (39.24 + 3.38) (37.38 £ 0.67)

Los resultados representan la media + DE de tres experimentos independientes por
triplicado. Los datos fueron comparados mediante ANOVA de una via con una prueba post hoc
de Dunnett, donde * indica valores estadisticamente significativos (p < 0.05) en contraste con
C(+). C(+): control positivo, 1787.00 £ 16.97 pg/mL; C(-): control negativo, 49.20 + 8.48 pg/mL*
(97.24 £ 0.50%); H: hidrolizado; F: fraccion; S/I: sin inhibicién.

A diferencia de IL-18, los niveles de IL-6 producidos por las células exhibieron
una tendencia similar en cada uno de los derivados analizados, donde tanto el
hidrolizado proteico como las fracciones peptidicas presentaron un decremento en la
produccién de esta citocina, el cual fue dependiente de la concentracién (Figura 18). La
concentracion mas elevada de IL-6 se observo para el hidrolizado proteico a 1 pg/mL,
con un resultado de 2114.00 pg/mL y un porcentaje de inhibicion de 0.18% (Cuadro
10). Sin embargo, una vez interpretados todos los datos, se pudo notar que la fraccién
de 1-3 kDa ejerci6 la mayor inhibicién de IL-6, con un valor de 812.50 pg/mL (61.63%
de inhibicién) y significancia estadistica en contraste con el control positivo, cuya
concentracion fue de 2118.00 pg/mL. También hay que destacar que se utiliz6 un
control negativo, el cual tuvo una concentracion de 298.80 pg/mL y un porcentaje de
inhibicion de 85.89%.

58



2500+

B2 H
2000 F>10
_ ) Em F5-10
- "
E 1500 ; §§% =3 F3-5
~ \\*
2 W = F1-3
1000+
: \E = F<1
500+
: N
I—I N
i N
I LI L
’:’.\‘—OOO —0O00
$35 7788 7788

Derivados proteicos (ng/mL)

Figura 18. Efecto de los derivados proteicos de S. hispanica L. sobre la
produccion de IL-6 por macréfagos. Los resultados representan la media + DE de tres
experimentos independientes por triplicado. Los datos fueron comparados mediante
ANOVA de una via con una prueba post hoc de Dunnett, donde * indica valores
estadisticamente significativos (p < 0.05) en contraste con C(+). C(+): control positivo;
C(-): control negativo; H: hidrolizado; F: fraccion.

Cuadro 10. Valores obtenidos en la determinaciéon de la produccion de IL-6
por macréfagos tratados con los derivados proteicos de S. hispanica L.

Concentracién de IL-6 (pg/mL)
(Porcentaje de inhibicién de IL-6)

1 pg/mL 10 pg/mL 100 pg/mL 200 pg/mL
H 2114.00+1.76  1883.00+ 17.68* 1688.00 + 42.43* 1423.00 + 14.14*
(0.18 £1.87) (11.12 £ 0.76) (20.30 + 3.43) (32.82+1.87)
F>10 1615.00 £ 21.21* 1576.00 + 25.63* 1396.00 £ 1.76* 1310.00 + 10.61*
(23.75 £ 0.36) (25.59 £ 2.54) (34.07 £ 1.26) (38.14 £ 1.61)
F5-10 1743.00 £ 45.96* 1622.00 £ 60.99* 1543.00 + 14.14* 1100.00 + 17.68*
(17.70 £ 3.64) (23.39 £ 4.25) (27.16 £ 1.97) (48.05 £ 1.76)
F3-5 1670.00 £ 35.36* 1486.00 £ 54.80* 1191.00 £+ 76.01* 918.80 + 26.52*
(21.13 + 3.08) (29.80 + 3.84) (43.72 £ 4.59) (56.61 + 2.03)
F1-3 1811.00 £ 26.52* 1481.00 + 15.91* 1069.00 + 12.37* 812.50 £ 10.61*
(14.46 + 2.78) (30.05 + 2.00) (49.54 £ 0.32) (61.63 +1.18)
F<1 1750.00 £ 17.68* 1691.00 + 37.12* 1533.00 £ 35.36* 1421.00 + 33.59*

(17.37 + 0.64)

(20.16 + 0.32)

(27.65 + 0.37)

(32.90 + 0.38)

Los resultados representan la media + DE de tres experimentos independientes por

triplicado. Los datos fueron comparados mediante ANOVA de una via con una prueba post hoc
de Dunnett, donde * indica valores estadisticamente significativos (p < 0.05) en contraste con
C(+). C(+): control positivo, 2118.00 + 30.01 pg/mL; C(-): control negativo, 298.80 + 5.30 pg/mL*
(85.89 £ 0.50%); H: hidrolizado; F: fraccion.
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Los niveles de TNF-a obtenidos en este ensayo también siguieron un
comportamiento equivalente, ya que los derivados proteicos mostraron una
disminucion dependiente de la concentracién para la produccién de esta citocina por
los macrofagos activados (Figura 19). Se observd el nivel mas alto de TNF-a a la
menor concentracion evaluada para el hidrolizado proteico (1 pg/mL), teniendo un valor
de 933.00 pg/mL (Cuadro 11). La fraccién de 1-3 kDa present6 uno de los valores mas
bajos a la concentracion de 1 pg/mL (778.50 pg/mL y 16.27% de inhibicion), mientras
gque a 200 pg/mL se observo la menor concentracion obtenida para esta citocina
(488.50 pg/mL y 47.49% de inhibicion). Todos los valores fueron estadisticamente
significativos en comparacién con el control positivo (excepto el hidrolizado proteico a 1
pug/mL), que exhibié una concentracion de 930.00 pg/mL. En esta prueba también se
empledé un control negativo, el cual presentdé una concentracion de 144.00 pg/mL
(84.52% de inhibicién).
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Figura 19. Efecto de los derivados proteicos de S. hispanica L. sobre la
produccion de TNF-a por macréfagos. Los resultados representan la media £ DE de
tres experimentos independientes por triplicado. Los datos fueron comparados
mediante ANOVA de una via con una prueba post hoc de Dunnett, donde * indica
valores estadisticamente significativos (p < 0.05) en contraste con C(+). C(+): control
positivo; C(-): control negativo; H: hidrolizado; F: fraccion.
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Cuadro 11. Valores obtenidos en la determinacién de la produccion de TNF-a
por macréfagos tratados con los derivados proteicos de S. hispanica L.

Concentracion de TNF-a (pg/mL)
(Porcentaje de inhibicién de TNF-a)

1 pg/mL 10 pg/mL 100 pg/mL 200 pg/mL
H 933.00 + 2.12 851.00 + 12.02* 769.50 + 2.82* 723.50 + 12.73*
(sn (8.47 £ 2.61) (17.25 +£0.89) (22.19 + 2.49)

F>10 779.00 +3.53*  736.50 £2.82*  711.00 +4.95*  667.00 + 6.36*
(16.23 + 0.83) (20.80 + 1.44) (23.54 + 1.63) (28.28 + 0.35)
F5-10  795.00+6.36*  710.00 + 16.26*  542.80 + 5.30*  526.50 + 11.31*
(14.50 + 1.91) (23.66 + 0.64) (41.64+0.27)  (43.37 + 2.03)*
F3-5 755.00 £ 30.41*  679.50 £5.65*  617.50 + 2.82*  520.00 + 13.44*
(18.79 + 4.44) (26.93 + 0.44) (33.59 + 1.26) (44.09 + 0.63)
F1-3 778.50 + 19.80*  655.50 + 16.97*  547.50 + 18.38*  488.50 + 24.04*
(16.27 + 3.33) (29.52 + 0.80) (41.14 + 1.12) (47.49 + 1.82)
F<1 813.00 + 23.33*  737.00+3.53*  675.30 £ 7.42* 62550 + 1.41*
(12.55 + 3.77) (20.74 + 1.52) (27.38 + 1.84) (32.74 £ 0.81)

Los resultados representan la media + DE de tres experimentos independientes por
triplicado. Los datos fueron comparados mediante ANOVA de una via con una prueba post hoc
de Dunnett, donde * indica valores estadisticamente significativos (p < 0.05) en contraste con
C(+). C(+): control positivo, 930.00 + 13.44 pg/mL; C(-): control negativo, 144.00 + 3.53 pg/mL*
(84.52 £ 0.15%); H: hidrolizado; F: fraccion; S/I: sin inhibicién.

Por dltimo, se determinaron las concentraciones de IL-10 producidas por las
células tratadas con el hidrolizado proteico y las fracciones peptidicas (Figura 20).
Como se puede observar, todos los derivados proteicos presentaron un aumento
dependiente de la concentraciéon en la produccion de esta citocina, con excepcién de la
fraccion de 3-5 kDa, la cual exhibié un valor de 494.00 pg/mL a 100 pug/mL (Cuadro
12). La menor produccién de IL-10 se observé a 1 pg/mL para la fraccién >10 kDa, con
una concentracioén de 118.00 pg/mL. Por el contrario, la mayor concentracion de esta
citocina se obtuvo a la maxima concentracién evaluada para la fraccion de 1-3 kDa
(200 pg/mL), presentandose un valor de 1410.00 pg/mL y con significancia estadistica
en comparacion con el control positivo, cuyo valor fue de 129.00 pg/mL. El valor
obtenido en la produccion de IL-10 por los macréfagos utilizados en el control positivo
se atribuye a que la sintesis de esta citocina es inferior en respuesta a estimulos
antigénicos como el LPS, ya que es un mediador de caracter anti-inflamatorio
implicado en el proceso de resolucion de la inflamacion. Tomando en consideracion
esto, aunado al incremento dependiente de la concentracién mostrado por cada uno de
los derivados proteicos, no se calcularon los porcentajes de inhibicién en la produccion
de IL-10. También se empled un control negativo, cuya concentracion basal fue de
171.00 pg/mL.
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Figura 20. Efecto de los derivados proteicos de S. hispanica L. sobre la
produccion de IL-10 por macrofagos. Los resultados representan la media + DE de tres
experimentos independientes por triplicado. Los datos fueron comparados mediante
ANOVA de una via con una prueba post hoc de Dunnett, donde * indica valores
estadisticamente significativos (p < 0.05) en contraste con C(+). C(+): control positivo;
C(-): control negativo; H: hidrolizado; F: fraccion.

Cuadro 12. Valores obtenidos en la determinacion de la produccién de IL-10
por macréfagos tratados con los derivados proteicos de S. hispanica L.

Concentracién de IL-10 (pg/mL)
1 pg/mL 10 pg/mL 100 pg/mL 200 pg/mL

H 159.00 + 7.07 195.00 + 4.24* 266.00 + 5.65* 343.00 £ 1.41*
F>10 118.00 + 2.82 194.00 + 8.48* 276.00 * 8.48* 441.00 + 15.56*
F5-10 179.00 + 1.41 262.00 *+ 2.82* 320.00 = 22.63* 429.00 + 1.41*

F3-5 204.00 * 8.48* 548.00 * 25.46* 494.00 + 2.82* 967.00 = 77.78*
F1-3 271.00 £ 7.07* 445.00 + 12.73* 571.00 + 9.89* 1410.00 + 5.65*
F<1 151.00+1.41 265.00 * 4.24* 391.00 £12.73* 593.00 £ 7.07*

Los resultados representan la media + DE de tres experimentos independientes por
triplicado. Los datos fueron comparados mediante ANOVA de una via con una prueba post hoc
de Dunnett, donde * indica valores estadisticamente significativos (p < 0.05) en contraste con
C(+). C(+): control positivo, 129.00 £ 1.41 pg/mL; C(-): control negativo, 171.00 £ 9.89 pg/mL; H:
hidrolizado; F: fraccion.

Después de analizar los niveles de citocinas producidos por los macréfagos
tratados con los derivados proteicos, asi como los porcentajes de inhibicién calculados,
se puede afirmar que la fraccion de 1-3 kDa es la que presento la mayor actividad anti-
inflamatoria sobre estos marcadores.
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Las citocinas son proteinas que median el crecimiento, diferenciacion y
activacion de las células del sistema inmune, asi como la quimiotaxis celular y la
naturaleza de la respuesta inmune.?® Cada citocina se enlaza a un receptor especifico
en la superficie celular, generando una cascada de sefializacion que afecta las
funciones de la célula en cuestiébn y que puede estimular la produccién de otras
citocinas, incrementar el nimero de receptores de superficie o eventualmente suprimir
el efecto de la citocina misma. Entonces, desempefan un papel fundamental en la
regulacion del proceso inflamatorio.”* Considerando estos datos, diversos estudios han
publicado el efecto de algunas proteinas o péptidos obtenidos de semillas de interés
comercial y alimentario sobre la produccién de citocinas. El trabajo realizado por
Ndiaye y col.™® con la fraccién <3 kDa de las semillas de P. sativum L. mostré que este
derivado proteico ocasiona un decremento dependiente de la concentracién en los
niveles de IL-6 y TNF-a secretados por macréfagos RAW 264.7. Udenigwe y col.**®
evaluaron el hidrolizado y fracciones peptidicas aisladas de las semillas de Prunus
dulcis (almendra), demostrando que la fraccién >5 kDa produce efectos inhibitorios en
la secrecion de IL-1B, IL-6 y TNF-a por macréfagos RAW 264.7; incluso, también
comprobaron que esta fraccion inhibe la expresion de los genes que codifican para
dichas citocinas. Ademas, otros estudios han evaluado el efecto supresor sobre
citocinas pro-inflamatorias por péptidos aislados de diversas fuentes. Por ejemplo, la
investigacion llevada a cabo por Hernandez-Ledesma y col.™*® confirmé que el péptido
lunasina (previamente reportado en G. max L.) potencia la inhibicién de los niveles de
IL-6 y TNF-a producidos por macréfagos RAW 264.7.

Por consiguiente, también se puede decir que estos trabajos permiten
establecer una relacién entre el tamafio de los péptidos contenidos en las fracciones y
la actividad anti-inflamatoria ya que, como se pudo notar, los péptidos de menor corte
de peso molecular tuvieron efectos importantes. Igual se puede agregar que, a pesar
de que los derivados proteicos de S. hispanica L. presentaron un comportamiento
similar al reportado en los mencionados estudios, es importante la evaluacion de otros
factores relacionados con la secrecion de estos mediadores. En primera instancia, se
observo un incremento dependiente de la concentracion en la produccion de IL-10, por
lo que la evaluacion de otras citocinas anti-inflamatorias relacionadas con los
macrofagos, como el TGF-B, aportaria informacién importante sobre este tipo de
moléculas. Asimismo, la evaluacién de citocinas relacionadas con otras células propias
del sistema inmune, como IL-4, IL-5 o IFN-y, contribuiria a conocer el efecto de los
derivados proteicos sobre otros procesos involucrados en la inflamacion. Finalmente, el
analisis de la expresion del NF-kB u otro factor de transcripcion, asi como la expresion
de genes que codifiqguen para IL-1B, IL-6, IL-10 y TNF-a, permitiria elucidar de manera
mas clara el mecanismo por el cual se da la inhibicién o el incremento en la liberacion
de dichas citocinas.
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Por lo anterior, los derivados proteicos aislados de las semillas de S. hispanica
L. presentaron actividad anti-inflamatoria a las distintas concentraciones empleadas,
destacando el efecto observado en la fraccion de 1-3 kDa, la cual fue seleccionada
para su evaluacién en tres ensayos in vivo mediante modelos de edema plantar
inducido por carragenina, edema auricular inducido por TPA e hipersensibilidad
retardada inducida por DNFB.

Efecto de la fraccion de 1-3 kDa sobre el edema plantar

Se evalu6 el efecto de la fraccion de 1-3 kDa, a una concentracion de 100
po/kg y durante un periodo de 5 h, en un grupo de ratones con edema plantar inducido
por carragenina (Figura 21). Los resultados obtenidos para el grupo experimental
demuestran un decremento en el desarrollo del edema, con un grosor de 15.03 mm y
un porcentaje de inhibicion méaximo (12.42%) a las 4 h después de la inyeccion de la
solucion de carragenina (Cuadro 13). Sin embargo, este efecto no fue estadisticamente
significativo en contraste con el grupo control negativo (ratones a los cuales
Unicamente se les administré SSF al 0.9%), que present6 un grosor de 17.16 mm a las
4 h. Asimismo, se empled un grupo control positivo compuesto por animales con
indometacina a 10 mg/kg, los cuales exhibieron una reduccion en el grosor del edema
alas 2y 5h, con 12.60 mm (23.79% de inhibicion) y 12.95 mm (22.45% de inhibicién),
respectivamente.

20+
-O- C(-): SSF (0.9%)

- C(+): indometacina (10 mg/kg)

—_
[4)]
1

—&— F1-3 (100 pg/kg)

Edema plantar (mm)
g

0 T T T T T
Q N v % ™ )

Tiempo (horas)

Figura 21. Efecto de la fraccion de 1-3 kDa de S. hispanica L. sobre el edema
plantar inducido por carragenina. Los resultados representan la media + EE de cada
grupo evaluado. Los datos fueron comparados mediante ANOVA de dos vias con una
prueba post hoc de Dunnett, donde * indica valores estadisticamente significativos (p <
0.05) en contraste con C(-). C(-): grupo control negativo; C(+): grupo control positivo;
F1-3 (100 pg/kg): grupo experimental.
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Cuadro 13. Valores obtenidos en la evaluacién del efecto de la fraccion de 1-3
kDa de S. hispanica L. sobre el edema plantar inducido por carragenina.

Edema plantar (mm)
(Porcentaje de inhibicién del edema plantar)

0h 1h 2h 3h 4h 5h

c() 0.60 = 15.33 + 16.53 + 16.56 + 17.16 + 16.70
0.20 1.38 1.19 1.19 1.28 1.06

C(+) 0.25 + 13.95 + 12.60 + 13.95 + 13.05 + 12.95 +
0.05 1.75 0.50 0.95* 0.55* 1.15*

(58.33%)  (9.02%)  (23.79%)  (15.79%)  (23.98%)  (22.45%)

F1-3 0.36 + 14.33 + 14.93 + 15.16 + 15.03 + 15.63 +
(100 0.03 1.60 0.93 0.81 0.95 0.03

ug/kg)  (38.88%)  (6.52%)  (9.67%)  (8.45%)  (12.42%)  (6.38%)

Los resultados representan la media £ EE de cada grupo evaluado. Los datos
fueron comparados mediante ANOVA de dos vias con una prueba post hoc de
Dunnett, donde * indica valores estadisticamente significativos (p < 0.05) en contraste
con C(-). C(-): grupo control negativo; C(+): grupo control positivo; F1-3 (100 pg/kg):
grupo experimental.

Como se describi6 previamente, la carragenina es un inductor del proceso
inflamatorio a través de una reaccidn que involucra dos fases. La fase temprana (90-
180 min) se caracteriza por la liberacibn de histamina, serotonina y sustancias
similares, mientras que la fase tardia (270-360 min) se da en respuesta a la activacion
de moléculas como las prostaglandinas. Todos estos factores contribuyen en la
formacion del edema mediante la extravasacion de fluidos y la acumulacién de
leucocitos en el sitio de inflamacion. El edema plantar inducido por carragenina es
controlado con inhibidores de las COX, dado que el mecanismo del proceso
inflamatorio es dependiente de dichas enzimas.*® Por lo tanto, compuestos tales como
los anti-inflamatorios no esteroideos (AINE) han sido utilizados debido a que ocasionan
la inhibicion de las COX, impidiendo la sintesis de las prostaglandinas y por
consecuencia, disminuyendo la inflamacion resultante.*® Tomando en consideracion
estos datos, en este estudio se us6 indometacina (AINE) como farmaco de referencia,
ya que el decremento en el grosor del edema para los animales del grupo control
positivo fue producido a través de este mecanismo.

Pocos trabajos han reportado la actividad anti-inflamatoria de proteinas o
péptidos aislados de diversas fuentes sobre el modelo de edema plantar inducido por
carragenina. De Carvalho-Silva y col.*® analizaron el efecto de un hidrolizado proteico
de suero en ratones con edema plantar y mostraron que todas las concentraciones
evaluadas de dicho derivado proteico producen una disminucion en el desarrollo del
edema 3 h después de la induccién del mismo. La investigacion realizada por Tavares
y col.’** demostré que un concentrado peptidico producido a partir de proteinas de
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suero ejerce un decremento en el edema inducido en ratones 4 h después de la
inyeccibn con carragenina. Estos estudios atribuyen el efecto anti-inflamatorio
observado a una inhibicion de las enzimas responsables de la produccion de
prostaglandinas, como COX, por lo que es posible que el leve efecto inhibitorio en el
edema plantar inducido en los animales tratados con la fraccion de 1-3 kDa de S.
hispanica L. sea producido a este nivel.

Cabe destacar que en los trabajos descritos con anterioridad se observaron
los efectos inhibitorios a concentraciones por encima de 1 mg/kg, mientras que la
fraccion de 1-3 kDa fue evaluada a 100 pg/kg ya que esta concentracion exhibié
efectos significativos en las pruebas in vitro; igualmente, la obtencion de los derivados
proteicos conlleva un proceso largo y las fracciones peptidicas de menor peso
molecular contienen una baja cantidad de proteinas, por lo que estos factores también
colaboraron para el andlisis de dicha concentracion debido al tiempo limitado para
obtener mas muestra. Ademas, la concentracion utilizada fue calculada con base en el
contenido proteico obtenido en el ensayo de cuantificacién de proteinas. Sin embargo,
como ya se hizo mencién, a pesar de que se observé un leve decremento en el edema
plantar inducido, este no fue estadisticamente significativo. Entonces, la evaluacion de
una concentracion mas elevada de este derivado proteico y el andlisis de otros
mediadores implicados en el proceso de inflamacién, como la expresion de genes que
codifiquen para COX o la produccion de prostaglandinas por células del sistema
inmune (como los macréfagos), seria de utilidad para aclarar el mecanismo por el cual
se podria originar la inhibicién de la inflamacién.

Efecto de la fraccion de 1-3 kDa sobre el edema auricular

El efecto de la fraccidon de 1-3 kDa (100 pg/kg) también fue evaluado en un
modelo de edema auricular inducido por TPA (Figura 22). A diferencia del ensayo
anterior, el grosor de las orejas de los animales del grupo experimental presenté un
decremento significativo después de la induccion del edema, con un grosor de 0.25
mm y 83.87% de inhibicion a las 2 h (Cuadro 14). De igual forma se utiliz6 un grupo
control negativo, observandose el nivel mas alto en el grosor del edema al mismo
tiempo (1.55 mm). En cambio, los valores de los animales del grupo control positivo
fueron considerados como la mayor inhibicién del edema, mostrando un grosor de 0.13
mm y un porcentaje de inhibicion de 91.39% a las 2 h.
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Figura 22. Efecto de la fraccién de 1-3 kDa de S. hispanica L. sobre el edema
auricular inducido por TPA. Los resultados representan la media £ EE de cada grupo
evaluado. Los datos fueron comparados mediante ANOVA de dos vias con una prueba
post hoc de Dunnett, donde * indica valores estadisticamente significativos (p < 0.05)
en contraste con C(-). C(-): grupo control negativo; C(+): grupo control positivo; F1-3
(100 pg/kg): grupo experimental.

Cuadro 14. Valores obtenidos en la evaluacion del efecto de la fraccion de 1-3
kDa de S. hispanica L. sobre el edema auricular inducido por TPA.

Edema auricular (mm)
(Porcentaje de inhibicién del edema auricular)

Oh 1lh 2h 3h 4h 5h
C() 0.15+ 0.90 = 155+ 1.50 + 1.40 125+
0.05 0.10 0.15 0.20 0.10 0.25
C(+) 0.13 + 0.23 + 0.13 + 0.33+ 0.43 + 0.53
0.03 0.03* 0.08* 0.08* 0.13* 0.08*
(11.11%) (74.07%) (91.39%) (77.77%) (69.04%)  (57.33%)
F1-3 0.15+ 0.20 + 0.25+ 0.45 + 0.52 + 0.65 +
(200 0.02 0.04* 0.05* 0.06* 0.11* 0.08*
ug/kg) (s (77.77%) (83.87%) (70.00%) (62.50%)  (48.00%)

Los resultados representan la media + EE de cada grupo evaluado. Los datos
fueron comparados mediante ANOVA de dos vias con una prueba post hoc de
Dunnett, donde * indica valores estadisticamente significativos (p < 0.05) en contraste
con C(-). C(-): grupo control negativo; C(+): grupo control positivo; F1-3 (100 ug/kg):
grupo experimental.
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El modelo de inflamacién por TPA ha sido empleado para la identificacion de
compuestos con potencial actividad anti-inflamatoria. EI TPA aplicado de manera tépica
en la oreja del raton estimula la infiltracion celular con la consecuente liberacién de
mediadores como las prostaglandinas, los cuales incrementan la permeabilidad
vascular y promueven la formacién del edema dentro de un lapso de 1-4 h.*** Al igual
que en el ensayo con carragenina, los AINE se utilizan para disminuir la inflamacion en
el edema auricular inducido por TPA, puesto que el mecanismo de accion de estos
farmacos comprende la inhibicion de las COX.'® Entonces, en esta prueba también se
administré indometacina a los animales de experimentacion del grupo control positivo,
ocasionando un marcado efecto inhibitorio en el edema auricular.

Actualmente, no hay reportes acerca de la evaluacién del efecto de proteinas
0 péptidos obtenidos de fuentes vegetales o animales sobre el edema auricular
inducido por TPA. A pesar de esto, el efecto inhibitorio significativo observado en el
edema de los ratones tratados con la fraccion de 1-3 kDa de S. hispanica L. podria
deberse al mecanismo ya descrito, aunque la evaluacion de la expresion de genes que
codifiquen para las enzimas involucradas en la sintesis de prostaglandinas o la
produccion de estas mismas por las células del sistema inmune aportaria mas
informacion acerca del mecanismo por el cual se produce la inhibicién del edema.

Efecto de lafraccion de 1-3 kDa sobre la prueba de hipersensibilidad retardada

Por ultimo, se analizé el efecto de la fracciéon de 1-3 kDa (100 pg/kg) en una
prueba de hipersensibilidad retardada inducida por DNFB, obteniendo la diferencia en
los grosores de las orejas de cada animal a los dias 0 y 8 después de la aplicacién del
hapteno (Figura 23). Al igual que en la prueba anterior, se observé una reduccion en el
edema de los ratones del grupo experimental, con un grosor de 0.95 mm y un
porcentaje de inhibicion de 22.97% (Cuadro 15). Ademas, la disminucién del edema
fue estadisticamente significativa en comparaciéon con el grupo control negativo (1.23
mm). Los resultados obtenidos para el grupo control positivo empleado en este ensayo
también exhibieron la mayor inhibicion del edema, con un grosor de 0.75 mm y 39.18%
de inhibicion.
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Figura 23. Efecto de la fraccién de 1-3 kDa de S. hispanica L. sobre la prueba
de hipersensibilidad retardada inducida por DNFB. Los resultados representan la media
+ EE de cada grupo evaluado. Los datos fueron comparados mediante ANOVA de dos
vias con una prueba post hoc de Dunnett, donde * indica valores estadisticamente
significativos (p < 0.05) en contraste con C(-). C(-): grupo control negativo; C(+): grupo
control positivo; F1-3 (100 pg/kg): grupo experimental.

Cuadro 15. Valores obtenidos en la evaluacién del efecto de la fraccion de 1-3
kDa de S. hispanica L. sobre la prueba de hipersensibilidad retardada inducida por
DNFB.

Edema (mm)
(Porcentaje de inhibicién del edema)

Dia 0 Dia 8
C(-) 0.10 £ 0.00 1.23 £0.03
C(+) 0.10 £ 0.00 0.75 + 0.05*
(S/) (39.18%)
F1-3 (100 pug/kg) 0.05 +0.05 0.95 + 0.15*
(50.00%) (22.97%)

Los resultados representan la media + EE de cada grupo evaluado. Los datos
fueron comparados mediante ANOVA de dos vias con una prueba post hoc de
Dunnett, donde * indica valores estadisticamente significativos (p < 0.05) en contraste
con C(-). C(-): grupo control negativo; C(+): grupo control positivo; F1-3 (100 ug/kg):
grupo experimental; S/I: sin inhibicion.

El DNFB es el hapteno que ha sido mas utilizado en los modelos animales
empleados para el estudio de la hipersensibilidad por contacto.'®® Como ya se detalld,
la hipersensibilidad por contacto se puede clasificar como una reaccion de
hipersensibilidad retardada que posee dos fases, conocidas como fase de
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sensibilizacion y fase de estimulacion.'® La fase de sensibilizacion es originada
cuando la piel del abdomen del ratdn entra en contacto con el hapteno. Los haptenos
se enlazan a proteinas de la piel y forman complejos hapteno-proteina, los cuales son
reconocidos por CPA y expresados en su superficie celular por medio del MHC clase |
y clase Il. Las CPA migran de la epidermis hacia los nédulos linfaticos, donde
presentan los péptidos haptenados a linfocitos T. Los linfocitos T activados proliferan y
migran hacia el torrente sanguineo, donde circulan entre los 6rganos linfoides y la piel.
La fase de estimulacion ocurre después de que la piel del animal es expuesta
nuevamente al hapteno, en un sitio diferente a la primera exposicion (como la oreja).
Esta fase involucra el reclutamiento de neutréfilos y linfocitos T especificos, al igual que
la produccién de citocinas como IFN-y y TNF-a por células circulantes, dando como
resultado inflamacion, vasodilataciébn y edema, el cual alcanza un maximo 24-48 h
después del reto antigénico.'®

Hasta la fecha, tampoco hay estudios que reporten la actividad de proteinas o
péptidos aislados de diversas fuentes sobre el modelo de hipersensibilidad retardada
inducida por DNFB. El decremento significativo en el edema de los animales tratados
con la fraccién de 1-3 kDa de S. hispanica L. podria ser atribuido a la inhibicion de
algun factor relacionado con las vias de sefializacion que dan inicio a la sintesis de
citocinas pro-inflamatorias (como el NF-kB) o a la supresién de un mediador implicado
en el proceso quimiotéctico. Por lo tanto, la evaluacion de estos pardmetros resultaria
de interés en el entendimiento del papel que desempefia este derivado proteico en las
reacciones de hipersensibilidad retardada.

Asi, los resultados obtenidos en los ensayos in vitro e in vivo demostraron que
las fracciones con péptidos de menor tamafio ejercen efectos anti-inflamatorios
significativos. La liberacién excesiva de especies reactivas (NO y H,O,) esta implicada
en el proceso inflamatorio, por lo que la inhibicion de estas moléculas se reflejé en la
disminucion de la inflamacion del auricular inducido a los animales de experimentacion.
De la misma forma, el decremento observado en la producciéon de citocinas pro-
inflamatorias (IL-1B, IL-6 y TNF-a) se pudo correlacionar con la inhibicion en el
desarrollo del edema de los modelos utilizados, debido a que dichos mediadores
inducen la expresion de moléculas de adhesién en células endoteliales y leucocitos,
estimulando el proceso quimiotactico y favoreciendo el ingreso de células como los
macroéfagos al sitio de inflamacién. Ademas, es importante mencionar que el presente
estudio es el primero que evalud las propiedades anti-inflamatorias de derivados
proteicos aislados de las semillas de S. hispanica L., estableciendo una base para
futuras investigaciones con esta planta y por consiguiente, considerar su futura
aplicacion en padecimientos que conlleven un proceso inflamatorio en su desarrollo.
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CONCLUSIONES

El hidrolizado proteico y las fracciones peptidicas de las semillas S. hispanica
L. fueron producidos en dos lotes, con porcentajes de grado de hidrélisis de 38.31%
para el hidrolizado proteico del lote 1 y 39.83% para el hidrolizado proteico del lote 2.

Los derivados proteicos de las semillas de S. hispanica L. no ejercieron
efectos citotoxicos significativos en la viabilidad de macréfagos peritoneales murinos.

Los derivados proteicos de las semillas de S. hispanica L. ocasionaron un
decremento en la produccién de especies reactivas (NO y H,0,) y citocinas pro-
inflamatorias (IL-1B, IL-6 y TNF-a), asi como un aumento en la produccién de una
citocina anti-inflamatoria (IL-10), por macrofagos peritoneales murinos, destacando el
efecto de la fraccion de 1-3 kDa.

La fraccion de 1-3 kDa aislada de las semillas de S. hispanica L. ejercié
efectos inhibitorios sobre modelos murinos de edema auricular inducido por TPA e
hipersensibilidad retardada inducida por DNFB.

Los derivados proteicos de las semillas de S. hispanica L. presentaron efectos

anti-inflamatorios significativos en los ensayos in vitro e in vivo, resaltado el efecto de
las fracciones peptidicas de menor peso molecular.
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