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Resumen

Se evaluo la absorcion intestinal de péptidos antioxidantes generados por digestion gastrointestinal simula-
da de proteinas de Amaranthus mantegazzianus. Digeridos gastrointestinales de aislado proteico (AD) y de
hidrolizado con alcalasa (HD) fueron separados mediante FPLC de exclusién molecular en fracciones cuya
actividad fue evaluada por los métodos ORAC y HORAC. Las fracciones mas activas (0,7-1,8 kDa) fueron so-
metidas a ensayos de simulacién de la absorcién intestinal utilizando monocapas de células Caco-2/TC7 sobre
insertos de poliéster (0,4 pm), colocando las muestras en la cmara apical (incubacidn 3 h, 37 °C). Se analiz6
la concentracion peptidica (método de Lowry), composicion molecular (RP-HPLC) y actividad antioxidante
(método ORAC) de las muestras iniciales, cimaras apical y basolateral. Ciertos péptidos fueron capaces de
atravesar la monocapa celular, previa modificacién en algunos casos. El potencial antioxidante de todas las
camaras apicales aument6 debido probablemente a la accion de las peptidasas del borde en cepillo. Las camaras
basolaterales presentaron aumento o disminucion del potencial antioxidante respecto a las camaras apicales,
dependiendo del tipo de moléculas que atravesé en cada caso la monocapa celular. Los resultados sugieren una
absorcion intestinal potencial de componentes peptidicos antioxidantes de amaranto posibilitando su accién
en tejidos blanco internos del organismo.
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Abstract

Intestinal absorption of antioxidant peptides from simulated gastrointestinal digestion of Amaranthus
mantegazzianus proteins was evaluated. Gastrointestinal digests (AD and HD) were obtained from protein
isolate (A) and its alcalase hydrolysate (H) and separated by molecular exclusion FPLC into fractions which
activity was evaluated by the ORAC and HORAC methods. Active fractions (0,7-1,8 kDa) were submitted to
intestinal absorption simulation using monolayers of Caco-2/TC7 cells on polyester inserts (0,4 um). Samples
were seeded in the apical compartment (incubation 3 h, 37 °C). Original, apical and basolateral samples were
analysed for peptide concentration (Lowry method), molecular composition (RP-HPLC) and antioxidant
activity (ORAC method). Some peptides were able to cross the cell monolayer, with previous modifications
in some cases. The antioxidant potential of the apical compartments increased in all cases due probably to
the action of the brush border peptidases. Basolateral compartments presented increments or reductions of
the antioxidant potentials respect to the apical ones, depending on which molecules crossed the monolayer
in each case. Results suggest a potential intestinal absorption of amaranth antioxidant peptides which would
be able to act inside the organism.
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Introduccion

Trabajos previos realizados en nuestro laboratorio indican
que la digestién gastrointestinal simulada de las proteinas
de amaranto genera péptidos con una interesante actividad
antioxidante (Orsini Delgado, et al., 2011; Orsini Delgado,
etal., 2015). Sin embargo, para poder ejercer su actividad in
vivo en sistemas u drganos internos del organismo estos com-
puestos deben ser absorbidos a través del epitelio intestinal.

Los componentes de origen proteico que entran en
contacto con el lumen intestinal son escindidos por diversas
peptidasas celulares, generando desde aminodacidos libres
hasta tripéptidos, los cuales pueden ser absorbidos de ma-
nera intacta hacia el citosol (Vermeirssen, et al., 2004). Sin
embargo, ocurre con baja frecuencia que péptidos o hasta
proteinas intactas puedan atravesar el lumen intestinal y llegar
a la circulacién sanguinea sin sufrir ninguna modificacion.
La absorcion de péptidos puede ocurrir a través de diversos
mecanismos tales como: 1) Transporte activo secundario con
sodio; 2) transporte paracelular en el que péptidos hidrofi-
licos pueden ser absorbidos por medio de la unién de dos
células contiguas; 3) transportador Pep-T1 localizado en la
membrana apical (diy tripéptidos), y 4) difusion transcelular
de péptidos hidrofébicos. En el interior de los enterocitos,
los péptidos pueden ser hidrolizados por peptidasas intra-
celulares. La membrana basolateral intestinal también posee
un transportador que facilita la salida de pequefios péptidos
resistentes a la hidrdlisis (Vermeirssen, et al., 2004). Si bien
existe una relacion entre las caracteristicas fisicoquimicas y
el posible mecanismo de absorcion, no se puede predecir el
comportamiento de un péptido en particular. A fin de poder
evitar la utilizacién de ensayos in vivo para el estudio de la ab-
sorcion, los cuales demandan un elevado niimero de animales,
grandes cantidades de la muestra en estudio, mucho tiempoy
analisis complejos, ademads de ser muy costosos, se recurre a
la evaluacion in vitro de la permeabilidad intestinal mediante
la utilizacion de tejido intestinal o de cultivos celulares. Frente
a los ensayos con tejidos animales o ensayos in vivo, la utili-
zacion de cultivos celulares tiene como principal desventaja
que estos provienen de sistemas cancerigenos en la mayoria
delos casos y, por lo tanto, retienen ciertas caracteristicas de
estos sistemas (e.g. estas células pueden ser cultivadas in vitro
y es posible realizar varios pasajes). No obstante, estos culti-
vos celulares imitan muchas de las propiedades metabolicas
y de transporte de los sistemas intestinales. Si bien pueden
presentar variaciones en la expresién de transportadores
o actividades enzimaticas entre los distintos pasajes, este
modelo de estudio cuenta con varias ventajas que justifican
su utilizacion, entre ellas: facil manipulacidn, posibilidad de
crecimiento sobre soportes porosos, requerimiento de poca
cantidad de muestra, facilidad en el control de aquellas con-
diciones que pueden afectar el transporte (pH, concentracién
de iones, temperatura, presencia de inhibidores metabdlicos,
etcétera). Dentro de las lineas més utilizadas se encuentran la
Caco-2 proveniente de carcinoma de colon humano, debido
a su capacidad de diferenciacion, formacién de microvello-
sidades, uniones ocluyentes, enzimas hidroliticas y sistemas
de transporte mediados por transportadores para azucares,
aminodcidos y otras drogas (Antunes, et al., 2013). En las
ultimas décadas, diversos estudios han demostrado la capa-
cidad de ciertos péptidos de atravesar la barrera intestinal.
Como ejemplos, pueden mencionarse el fragmento 193-209
de B-caseina (17 aminodcidos, 1881 Da, hidrofébico, con
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alto contenido de prolina) absorbido mediante la ruta trans-
celular (Regazzo, et al., 2010), o un pentapéptido derivado
de B-caseina que demostr6 ser absorbido mediante la ruta
paracelular (Quiros, et al., 2008).

El objetivo de este trabajo fue evaluar la capacidad poten-
cial de péptidos antioxidantes obtenidos por digestion gas-
trointestinal simulada de proteinas de amaranto de atravesar
una pared intestinal simulada.

Materiales y Métodos

I. Obtencion de aislado e hidrolizado
proteico de Amaranthus mantegazzianus

I.a. Aislado (A). Se utilizaron semillas de cultivos realiza-
dos en la Facultad de Agronomia de la Universidad Nacional
de La Pampa, Argentina. Se prepar6 harina moliendo las
semillas (aproximadamente 1 kg) en un molino Udy (malla
de 1 mm) y tamizando (cedazo de 0,092 mm de malla). La
harina fue desgrasada con n-hexano (10 g de harina/100 ml
de n-hexano, agitacion 5 h a temperatura ambiente de aproxi-
madamente 20 °C, reposo 24 h y filtracién). A fue preparado
por extraccion de las proteinas a partir de una suspension
de harina en agua bidestilada (10 g/100 ml) a pH = 9, preci-
pitacion isoeléctrica a pH = 5, neutralizacién y liofilizaciéon
(Martinez y Afién, 1996).

L.b. Hidrolizado proteico con alcalasa (H). Se prepard
una suspension (1 g A/100 ml de NaOH 1 mM, pH = 10) y
se incub en agitacion (1 h, 37 °C) manteniendo el pH cons-
tante. Se adiciond alcalasa (> 2,4 U/g, Anson Units (Sigma),
8 ul/100 mg de muestra) incubando durante 4 h a 37 °C. Se
detuvo la reaccién enzimitica (85 °C, 10 min) y se liofilizé
la suspensién (Tironi y Aiidn, 2010).

II. Simulacion de la digestion
gastrointestinal

A y H fueron sometidos a una fase de digestion estomacal:
solucion de pepsina (Pepsina 1:15000 MP Biomedicals, Inc.)
(Pe) en HC1 0,1 N y NaCl 0,03 M (pH = 2), relacion Pe/pro-
teina = 1/10 p/p, 60 min, 37 °C; luego de neutralizar a pH =
6 con NaOH, se continu6 con una fase intestinal: solucion de
pancreatina (Pancreatina Porcina 4X-USP MP Biomedicals,
Inc.) (Pa) en NaHCO3 0,1 N (pH = 6), relacion Pe/proteina
=1/10 p/p, 60 min, 37 °C. Se detuvo la actividad enzimatica
(85°C, 10 min) y las suspensiones fueron liofilizadas (Orsini
Delgado, et al., 2011), obteniéndose los digeridos AD y HD.

II1. Separacion de fracciones por
cromatografia FPLC de filtraciéon en gel

Fracciones solubles en tampon fosfato 35 mM (pH =7,8) de AD
y HD fueron separadas mediante FPLC utilizando una columna
de exclusion molecular Superdex 30 prep grade (GE Healthcare,
rango de separacion 6ptimo < 10 kDa), en un equipo AKTA Pu-
rifier (GE Healthcare Bioscience AB) a temperatura ambiente,
empleando como fase mévil el tampdn de solubilizacion de las
muestras. La columna utilizada presentaba un volumen total
(V) de 118 ml, el volumen de inyeccion fue de 2 ml y el flujo
de 0,8 ml/min. La calibracion previa de la columna se realizé
utilizando azul dextrano para el volumen de exclusién (V, =
40,75 ml), ribonucleasa A (13,7 kDa), aprotinina (6,5 kDa),
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vitamina By, (1,35 kDa) y tirosina (181,2 Da). Los polipéptidos
y péptidos fueron detectados midiendo la absorbancia a 210
nm. Se colectaron fracciones cada 2 min a partir del V y se
obtuvo un total de 51 fracciones de 1,6 ml cada una.

IV. Determinacion de la actividad
antioxidante de las fracciones

Dada la alta cantidad de fracciones colectadas de cada una de
las muestras, en una primera instancia se realizé un screening
de la actividad antioxidante sobre muestras constituidas por
tres fracciones FPLC consecutivas. En una segunda instancia
se analizd la actividad de aquellas fracciones individuales
originales que constituian las muestras con mayor actividad
en el primer screening. Se utilizaron dos metodologias:

IV.a. Ensayo ORAC. Se realizd el protocolo previamente
optimizado en nuestro laboratorio (Orsini Delgado, et al.,
2015). Brevemente, se mezclaron 150 pl de la solucién de
fluoresceina 53,3 nM con 25 pl de muestra, tampon fosfato
(control negativo) o Trolox (concentraciones entre 6,25 y
75 uM) y 25 ul de AAPH 160 mM en placas negras de 96
pocillos. Las placas se incubaron a 37 °C con agitacién con-
tinua y se realizaron lecturas de fluorescencia (A, 485 nm,
Aew: 535 nm) cada 1 min durante 45 min en un lector de
microplacas (SYNERGY HT - SIAFRT, Biotek Instruments,
Vermont, Estados Unidos). Se calculé el area bajo la curva
(AUC) y el porcentaje de secuestro de los radicales peroxilo
(ROOe¢) obteniéndose el valor Trolox equivalente (uM) a
partir de la curva de calibracién de Trolox.

IV. b. Ensayo HORAC. Se midio la capacidad de pre-
venir la formacién de radicales hidroxilo sobre las mismas
fracciones seleccionadas para el ensayo ORAC. Se utilizd
el protocolo previamente optimizado (Orsini Degado, et
al,, 2015): se mezclaron 20 pl de las muestras o del tampén
(control negativo) con 190 pl de la solucién de fluoresceina
0,0603 uM, 15 pl de H,0,, 0,75 M y 75 pl de la solucién de
Co+2(10 mg de 4cido picolinico con 11 mg de CoCl,.6H,O en
50 ml de agua bidestilada) en placas negras de 96 pocillos, se
incubd con agitacion durante 3 h en un lector de microplacas
(SYNERGY HT-SIAFRT, Biotek) realizando medidas de fluo-
rescencia (A, 485 nm, A,,: 535 nm) cada 1 min. Se calcul6
el area bajo la curva (AUC) y el porcentaje de inhibicion de
la formacion de radicales hidroxilo. Como compuesto de
referencia se utilizd el cido clorogénico en concentraciones
entre 0,05y 0,5 mg/ml. Se calcul6 el valor de 4cido clorogénico
equivalente (mg/ml) para cada una de las muestras.

V. Simulacion de la absorcion intestinal

Para la realizacién de estos ensayos se utilizaron cultivos
de células Caco-2/TC7, clon de la linea Caco-2 proveniente
de un carcinoma de colon humano, las cuales expresan
varias enzimas intestinales y transportadores, incluyendo el
transportador de péptidos Pep-T1, y permiten el transporte
paracelular (Hidalgo, et al., 1989).

V.1. Ensayos de citotoxicidad

V.1.a. Ensayo del Rojo Neutro. Se sembraron 2,5 x 104
células/pocillo en placas de 96 pocillos y se incubaron hasta
confluencia. Se lavé dos veces con PBS y se adicionaron las
muestras a estudiar, las cuales se encontraban solubilizadas
en medio DMEM de adhesion. Se incub6 durante 3 h a
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37 °C con un 5% de CO,. Se lavo con PBS, se agregd medio
conteniendo 100 pg/ml de rojo neutro y se incubaron las
células durante 2 h. Se descart6 el medio con rojo neutroy se
lavé 2 veces con PBS a 37 °C, para remover todo el colorante
que no habia sido incorporado por las células. Se fijaron las
células con una solucion al 5% de formaldehido, se incubé 5
min a temperatura ambiente, se lavé dos veces con PBS y se
solubilizo el colorante con DMSO, dejando reposar 20 min
a temperatura ambiente. Se midid la absorbancia a 540 nm
del sobrenadante en un lector de microplacas (SYNERGY
HT-SIAFRT, Biotek). Se grafic6% de viabilidad celular en
funcién de la concentracién de muestra, asumiendo un
100% de viabilidad para aquellas células en las que no se
habia adicionado muestra (control de viabilidad +) (Di
Virgilio, et al., 2010).

V.1.b.Ensayo del MTT (bromuro de 3-(4,5-dimetil-
tiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio). Se sembraron 2,5 x 104
células/pocillo en placas de 96 pocillos, incubandolas a 37 °C
(5% de CO,) hasta llegar a confluencia. Se adicionaron las
muestras y se incub6 3 h (37 °C, 5% de CO,). Selavé con PBS
y se adicion6 medio DMEN (sin color) conteniendo 0,5 mg/
ml de MTT, incubando 3 h. Se lavé dos veces con PBS y se
extrajo el colorante captado por las mitocondrias adicionando
100 pl/pocillo de DMSO e incubando 10 min en agitacion.
Se midio la absorbancia a 570 nm del sobrenadante en un
lector de microplacas (SYNERGY HT-SIAFRT, Biotek). La
viabilidad celular se grafic6 como un% del control, asumiendo
un 100% de viabilidad para aquellas células a las que no se les
adiciono ninguna muestra (D1 Virgilio, et al., 2010).

V.2. Ensayo de absorcion sobre
monocapas de células Caco2-TC7

200 ul de suspension de células Caco-2/TC7 (pasajes N° 39-40
del cultivo ATCC) provenientes de cultivos confluentes realiza-
dos en cajas de 75 cm? se sembraron sobre insertos de poliéster
(Transwell (Corning), 0,4 um, 12 mm de didmetro) en una con-
centracion de 1x 105 células/cm?, colocando 600 pl de DMEM
en el pocillo (cdmara basolateral). Se incub6 a 37 °C (5% CO,),
realizando cada dos dias cambio del medio de cultivo de ambas
camaras (apical y basolateral). Luego de cada cambio de medio
se midio la resistencia eléctrica transepitelial (TEER, Q.cm?)
a fin de evaluar la confluencia e integridad de las monocapas,
uilizando un voltimetro Millicell*-ERS (Millipore, USA). Una
vez formada la monocapa (TEER constante), se adicionaron
500 pl de PBS en las camaras apical y basolateral del inserto y
se incubd durante 20 min a 37 °C (5% de CO,). A continuacion,
el PBS de ambas camaras fue removido y en la cdmara apical
se sembraron 200 pl de las soluciones de péptidos en estudio,
mientras que en la cdmara basolateral se colocaron 600 pl de
PBS, manteniéndose en incubacién durante 3 h.

V.3. Analisis por RP-HPLC

Se analizaron las muestras tomadas de las camaras apical y
basolateral luego de la incubacién y cada una de las mues-
tras originales colocadas en la cdmara apical. Se utilizé una
columna analitica Sephasil Peptide C8, 12 pum, ST 4,6/250
(Pharmacia Biotech), con un equipo HPLC Waters (Waters
Corp., Milford, MA) equipado con un detector de arreglo de
diodo (DAD). Las muestras fueron eluidas con un gradiente
lineal (0 a 100% en 55 min de solvente B (agua/acetonitrilo
(35/65), acido trifluoroacético (TFA) 650 ul/1) en solvente A
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(agua/ acetonitrilo (98/2), TFA 650 pl/1), flujo = 1,1 ml/min.
Se colectaron fracciones cada 1 min entre los 2 y 60 min.

V.4. Determinacion
de la concentracién peptidica

Se determind la concentracion peptidica de las distintas
muestras (original, apical y basolateral) mediante el método
de Lowry modificado (Stoscheck, 1990) en los casos de con-
centraciones menores a 0,1 mg/ml (Tironi y Afién, 2010).

V.5. Determinacion
de la actividad antioxidante

Se determind la actividad antioxidante de las distintas mues-
tras (original, apical y basolateral) mediante el método de
ORAC previamente descripto.

Resultados y Discusion
I. Separacion de fracciones por FPLC

Se llevo a cabo la separacion de fracciones de las dos muestras
obtenidas por digestion gastrointestinal simulada (AD y HD)
de acuerdo a su tamano molecular utilizando una columna de
exclusién molecular preparativa Superdex 30 (rango de separa-
ci6én 6ptimo: < 10 kDa), la cual presentd la siguiente expresion
para el célculo de la masa molecular: log MM = 1,549 - 2,546
x K, (r2=0,978), siendo K, = (V,-V,)/(V,-V,), V, = volumen de
elucion. En las Figuras 1 y 2 se muestran los cromatogramas
obtenidos para AD y HD, respectivamente. Si bien se colecta-
ron fracciones de 1,6 ml, inicialmente se mezclaron de a tres
fracciones consecutivas y se obtuvieron 17 muestras a las que se
les realiz6 una primera evaluacién de la actividad antioxidante.
Dichas muestras se sefialan en los cromatogramas.
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Figura 1. Cromatograma FPLC de exclusion molecular
de AD sefialando las muestras utilizadas para el primer
screening de actividad antioxidante.

Al comparar los perfiles cromatograficos de ambos di-
geridos se pueden observar algunas similitudes. Los picos
mas importantes en ambas muestras aparecen en un rango
de volumenes de elucién similares (muestras 6 a 14), y se
encuentran constituidos, de acuerdo ala curva de calibracién
obtenida, por moléculas de entre 6,1 y 0,2 kDa, o sea, por
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Figura 2. Cromatograma FPLC de exclusién molecular
de HD senalando las muestras utilizadas para el primer
screening de actividad antioxidante.

péptidos de entre 2 y 55 aminodcidos (considerando 110 Da
como masa molecular promedio de un aminoacido). Asimis-
mo, las maximas absorbancias a 210 nm corresponden a las
fracciones 9 (en el caso de AD) 0 9y 10 (para HD), las cuales
contienen péptidos con masas moleculares de entre 1 y 2kDa,
o sea, péptidos de entre 9 y 19 aminodcidos.

II. Actividad antioxidante
de las fracciones

Los valores Trolox eq. (uM) (ensayo ORAC) y Acido clorogénico
eq. (mg/ml) (ensayo HORAC) para las muestras provenientes
de AD y HD se presentan en las Figuras 3 y 4, respectivamente.

Como puede observarse en las figuras, las muestras mas
activas estuvieron comprendidas entrela 6 yla 14 correspon-
dientes a masas moleculares de entre 6,1 y 0,2 kDa, las cuales
también abarcaron la mayor drea relativa de pico, un 81% del
area total en el caso del AD y un 87% para HD. Las muestras
que presentaron menor actividad en todos los casos (16 y 17)
corresponden a la tltima zona de los cromatogramas (masas
moleculares menores a las de un aminodcido) donde resulta
muy baja la presencia de componentes detectables a 210 nm,
con dreas relativas de entre 0,4 y 1,3% solamente. A su vez, las
muestras 1 a 5, correspondientes a moléculas de masas mole-
culares mayores a 6,1 kDa y la muestra 15 (masas moleculares
menores a 0,2 kDa) presentaron actividades intermedias.

Teniendo en cuenta los resultados anteriores, se selec-
cionaron aquellas muestras que demostraron poseer mayor
capacidad antioxidante por ambas metodologias (muestras
6 a 14), para evaluar a través de los mismos ensayos y pro-
tocolos la actividad de sus fracciones constituyentes. En el
caso de las fracciones separadas a partir de AD (Figura 5) se
puede observar que si bien todas las fracciones presentaron
algun nivel de actividad por el ensayo ORAC, algunas de
ellas exhibieron valores mayores de Trolox eq., tales como
las fracciones 64 - 66 (Trolox eq. entre 242 y 293 uM) y las
fracciones 50-52 (Tolox eq. entre 225 y 248 uM). En el caso
del ensayo HORAC se observan mas diferencias entre las
actividades de las distintas fracciones; las fracciones 50-52
son las mas activas, con valores de acido clorogénico eq. de
entre 403 y 467 pug/ml, seguidas de las fracciones 45a 49 y la
53, con valores de entre 250 y 303 pg/ml.

En el analisis de los resultados del ensayo ORAC de las
fracciones provenientes de HD se observa una fraccién de
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Figura 3. a. Valor Trolox eq (tM) (ORAC) de las muestras
provenientes de AD. b. Valor Acido clorogénico eq. (mg/
ml) (HORAC) de las muestras provenientes de AD. Los
resultados se expresan como el promedio + SD (n = 3).
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Figura 5. Valores Trolox eq (uM) (ORAC) y Acido
clorogénico eq. (ug/ml) (HORAC) de las fracciones
constituyentes de las muestras 6-14 de AD. Los resultados
se expresan como promedio = SD (n = 3).

mayor actividad (64) con un valor de Trolox eq. de 202 pM,
seguida por varias fracciones con actividades comparables
(51-53, 54, 55, 57, 59, 60 y 63) con valores de Trolox eq. de
entre 100 y 139 uM, y el resto presenta menores valores. En
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Figura 4. a. Valor Trolox eq (tM) (ORAC) de las muestras
provenientes de HD. b. Valor Acido clorogénico eq. (mg/

ml) (HORAC) de las muestras provenientes de HD. Los
resultados se expresan como el promedio + SD (n = 3).
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Figura 6. Valores Trolox eq (uM) (ORAC) y Acido
Clorogénico eq. (ug/ml) (HORAC) para las fracciones
constituyentes de las muestras 6-14 de HD. Los resultados
se expresan como promedio + SD (n = 3).

tanto, para el ensayo HORAC las fracciones mas activas fueron
51-54 y 57 con valores de acido clorogénico eq. de entre 293
y 334 pug/mly luego las fracciones 47-50, 55 y 58, con valores
de 4cido clorogénico eq. de entre 209 y 303 ug/ml (Figura 6).
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II1. Simulacion de la absorcion intestinal

Como método de evaluacién de la formacion e integridad de
las monocapas celulares se realizaron medidas de TEER. Di-
cho parametro aumento durante la incubacion hasta alcanzar
un valor maximo aproximado de 350 Q.cm?luego de 12 dias.

Dos fracciones con alta actividad antioxidante de cada
una de las muestras fueron seleccionadas para evaluar su ca-
pacidad potencial de atravesar la pared intestinal: fracciones
50y 52 de AD, y las 52 y 57 de HD (AD50, AD52, HD52 y
HD57, respectivamente), con masas moleculares en el rango
de 0,7-1,9 kDa, las cuales corresponderian a péptidos de
entre 6 y 17 aminodcidos.

Previamente a los ensayos de evaluacidn de la absor-
cidn intestinal, se realizaron dos ensayos de citotoxicidad,
MTT y Rojo Neutro, a fin de asegurar que las muestras
no resultaran daninas para las células en estudio. Los
resultados mostraron que las cuatro muestras ensayadas
no fueron citotoxicas en las concentraciones en las que se
utilizaron, dado que las células mantuvieron en todos los
casos una funcionalidad mitocondrial (MTT) y lisosomal
(Rojo Neutro) completas.

Posteriormente se realizaron los ensayos de absorcion
incubando las monocapas confluentes de células Caco-2/
Tc7 crecidas sobre los insertos en presencia de las muestras
colocadas en la cdmara apical. Luego se tomo el contenido de
las camaras apical y basolateral para su analisis junto con la
muestra original (fracciéon FPLC) correspondiente.

Como una primera medida de evaluacion de la absorcion
de péptidos, se analizo la concentracion de compuestos de natu-
raleza proteica. En la Tabla 1 se muestran los resultados expre-
sados como la masa total de proteina en cada compartimiento.

Muestra Original Apical Basolateral
AD50 64 +1 60 2 48 £5
AD52 11+£2 6x2 10£3
HD52 17+£2 8§+1 19+1
HD57 56+ 1 361 34+2

Los resultados se expresan como el promedio * SD (n =2)

Tabla 1. Cuantificacion de proteinas (ug) en las muestras
original, apical y basolateral de los ensayos de absorcion.

En todos los casos la masa de péptidos detectada en la
camara apical luego de la incubacién fue menor que la detec-
tada en la muestra original (Tabla 1), sugiriendo que algunos
de los péptidos presentes en cada muestra ingresaron a las
células, pudiendo o no alcanzar la cdmara basolateral. Todas
las cdmaras basolaterales presentaron un nivel detectable de
péptidos (Tabla 1), lo cual indicaria que en todos los casos
ocurrié absorcién de péptidos. Sin embargo, cabe aclarar
que los niveles de absorcién (calculados como la proporcién
de péptidos en la cdmara basolateral respecto a la muestra
original) resultaron altos (superiores al 50% en todos los
casos) respecto a lo esperado segun los datos de la literatura
(Renukuntla, et al., 2013). Ademads, la suma de las masas de
péptidos de las dos camaras superd en todos los casos la masa
en la muestra original (incrementos de entre 23 y 70%). Estos
hechos sugieren que las cantidades de péptidos detectadas
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podrian contener un aporte de componentes ajenos a las
muestras, probablemente procedentes de las células. En este
sentido, se ha demostrado que monocapas de células Caco-2
crecidas sobre membranas semiporosas e incubadas (4-6 h)
en presencia de metionina marcada radiactivamente liberan
moléculas proteicas tales como apolipoproteinas, transferri-
nay factor de crecimiento entre otras, preferencialmente en
la camara basolateral, sin necesidad de sefiales especificas
(Rindler y Traber, 1988). En base a esta informacién, se
hipotetiza que en este estudio haya ocurrido secrecién de
alguna proteina celular a la cdmara basolateral y por eso
la suma de los valores de ambas camaras fue superior a la
cantidad detectada en la muestra original.

Seanalizaron mediante RP-HPLC las muestras originales,
junto con los contenidos de las camaras apical y basolateral
luego de la incubacidn, para evidenciar el pasaje de com-
ponentes peptidicos asi como su posible modificacion por
accion del contacto con las células. Cabe considerar para este
analisis que por necesidad del sistema de ensayo el volumen
de la camara basolateral fue tres veces mayor al de la cdmara
apical, por lo que los componentes detectados se encuentran
mas diluidos en la primera.
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Figura 7. Cromatogramas RP-HPLC de la fraccion AD50
original y las camaras apical y basolateral luego del ensayo
de simulacion de la absorcién intestinal.
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Figura 8. Cromatogramas RP-HPLC de la fraccion AD52
original y las cdmaras apical y basolateral luego del ensayo
de simulacién de la absorcién intestinal.

La fraccién AD50 present6 una diversidad de picos.
Descartando aquellos correspondientes al tampoén, pueden
mencionarse tres grupos de componentes: 1) Moléculas que
aparecen entre los 3,5 y 7 min (hidrofilicas); 2) moléculas
que aparecen entre los 12 y 15 min (picos muy pequeios); 3)
moléculas que aparecen entre los 33 y 40 min (las més hidrofo-
bicas). El perfil RP-HPLC de la cdmara apical present6 algunos
cambios respecto al de AD50, tales como modificaciones en
el primer grupo al inicio del cromatograma, disminucién de
los picos con t, entre 12 y 15 min, y la aparicién de dos picos
pequeiios (ty = 6 y 24 min) (Figura 7), sugiriendo que sus
componentes podrian haber sido generados por accién de las
peptidasas celulares sobre péptidos originalmente presentes
en AD50. El perfil cromatogréfico de la camara basolateral
muestra moléculas muy hidrofilicas (t; entre 3 y 5 min) y un
pico a ty = 34 min (Figura 7) presentes tanto en AD50 como
en ADS50 apical, lo cual indicaria que dichos componentes
de este pico podrian haber sido parcialmente absorbidos sin
modificaciones por parte de las células, aunque no se pueda
asegurar que las moléculas constituyentes sean las mismas
en las diferentes muestras. También apareci6 el pico de t; =6
min generado en AD50 apical.

La fraccién AD52 present6 picos correspondientes a
moléculas hidrofilicas con t; menores a 4 min, un pico muy
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Figura 9. Cromatogramas RP-HPLC de la fraccion HD52
original y las cdmaras apical y basolateral luego del ensayo
de simulacién de la absorcion intestinal.

importante a t, = 6 min y picos correspondientes a moléculas
mas hidrofébicas similares a los detectados en AD50 (34 y
38 min) (Figura 8). En la cdmara apical se detectaron mo-
dificaciones en los picos al inicio del cromatograma (t; < 4
min), una disminucién muy importante en el pico de t; = 6
min, una pequefia disminucién de las especies més hidrofo-
bicas y la apariciéon de un pico con t; = 24 min (Figura 8). La
camara basolateral present el pico correspondiente a t,= 6
min y un pico con t; = 13 min, el cual no fue detectado en la
camara apical ni en la muestra original (Figura 8). Una posible
explicacién a la aparicién de estas nuevas moléculas podria
ser la modificacién por peptidasas de moléculas originalmente
presentes en el medio y su absorcién en una alta proporcion.

También fueron analizadas fracciones provenientes del
digerido previamente hidrolizado con alcalasa. La fraccién
HD52 presenté algunas similitudes con la fraccion AD52,
tales como picos a tiempos menores a 4 min y un pico muy
importante a t = 6 min, aunque en este caso también se
registraron picos a t; = 13 y 17 min, sin presencia detectable
de los picos correspondientes a moléculas mas hidrofébicas
(Figura 9). Luego de la incubacion con las células, la cdmara
apical presenté modificaciones en los picos al inicio del
cromatograma, asi como una disminucién importante en
la intensidad de los picos a t; = 6 y 13 min, la desaparicién
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Figura 10. Cromatogramas RP-HPLC de la fraccion HD57
original y las camaras apical y basolateral luego del ensayo
de simulacién de la absorcién intestinal.

del pico a ty = 17 min y la aparicion de pequefios picos entre
los 8 y 12 min (Figura 9). El perfil RP-HPLC de la cdmara
basolateral indica que se habrian absorbido componentes
correspondientes a picos de t; = 6, 10 y 13 min (Figura 9).

Finalmente, la fraccion HD57 present6é moléculas hidro-
filicas con t, menores a 5 min, unos picos muy pequefios con
tiempos entre 8 y 13 min y un pico con t; = 34 min (Figura
10). La camara apical correspondiente presentd una disminu-
ci6n de todos los picos observados en la muestra original y la
aparicion de picos a ty = 6,23 y 26 min (Figura 10), los cuales
podrian ser atribuidos ala accion de peptidasas celulares sobre
péptidos originales. La camara basolateral present6 un tinico
pico detectable con t; = 6 min (Figura 10).

Dadas las pequeiias cantidades de péptidos/proteinas con
las que se estd trabajando no se puede descartar en las mues-
tras la presencia de moléculas que no pudieron ser detectadas
en estos analisis de RP-HPLC. Si bien, como se describié enla
seccion anterior, la determinacion de componentes peptidicos
por el método de Lowry dio indicios de una posible secreciéon
de proteinas celulares en la cdmara basolateral, el analisis RP-
HPLC de las camaras no permite confirmar este hecho. En
el caso de ocurrir esta secrecidn, se esperaria la aparicién en
todas las cdmaras basolaterales de picos idénticos, los cuales
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no estarian presentes en la camara apical. Dado que esto no
fue observado en los cromatogramas obtenidos, no se puede
confirmar una secrecién de proteinas celulares y tampoco
es posible descartarla, ya que los productos de secrecién
podrian eluir junto con otros péptidos de amaranto o estar
en concentraciones no detectables por este método.

I'V. Evaluacion de la actividad
antioxidante

Mediante el ensayo ORAC se analiz6 la actividad antioxidante
de las camaras apical y basolateral en comparacién con sus
correspondientes muestras originales. Los resultados se
expresan como actividad especifica (g de Trolox/pg de pép-
tidos) para poder realizar la comparacién entre las distintas
muestras (Tabla 2).

En primer lugar, es importante remarcar que la actividad
especifica de las distintas muestras originales fue diferente,
dado que, si bien su actividad absoluta habia presentado
valores bastante cercanos (Figuras 5 y 6), la cantidad de
componentes peptidicos detectados en cada caso es dife-
rente (Tabla 1). Asi, la actividad especifica de las muestras
AD52 y HD52 fue aproximadamente tres veces mayor que
la de las muestras AD50 y HD57, indicando la presencia en
las primeras de componentes mds activos (Tabla 2). Como
caracteristica comun de las dos primeras muestras puede
resaltarse la presencia de un pico muy importante con t, = 6
min no presente en las otras dos muestras (Figuras 7, 8,9y 10).

Muestra ug Trolox/ug % respecto
proteina muestra original

AD50 0,09 = 0,01=

AD50 apical 0,11 +0,01» 119
AD50 basolateral 0,13 £ 0,01® 143
AD52 0,39 + 0,032

AD52 apical 0,58 + 0,07° 151
ADS52 basolateral 0,48 + 0,02¢ 126
HD52 0,32 = 0,01=

HD52 apical 0,60 + 0,03b 184
HD52 basolateral 0,15 £ 0,01¢ 47
HD57 0,10 + 0,012

HD57 apical 0,15 £ 0,01® 143
HD57 basoalteral 0,23 + 0,08¢ 223

Los resultados se expresan como el promedio + SD (n = 3).

Tabla 2. Valor ORAC de muestras provenientes de ensayos
de absorcion.

Luego delaincubacion en presencia delas células Caco2/
TC7, la actividad de todas las muestras en la cdmara apical
se vio aumentada, excepto para la muestra AD50 en la que
la diferencia no fue significativa (p < 0,05) (Tabla 2). Sin
embargo, pueden describirse distintos comportamientos para
cada muestra respecto a la cdmara basolateral.
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En el caso de AD50, la camara basolateral present6 una
mayor actividad especifica en relacién ala muestra original e in-
cluso en relacién ala camara apical (Tabla 2), 1o cual sugiere que
las modificaciones (hidrdlisis) producidas por las peptidasas ce-
lulares fueron beneficiosas, ya que generaron componentes mas
activos absorbiendo moléculas con alta actividad. En el caso de
la muestra AD52, si bien habia presentado un mayor aumento
de actividad especifica ORAC en la cdmara apical, la cdimara
basolateral tuvo una actividad algo menor que esta (aunque
mayor que la de la muestra original) (Tabla 2), indicando que
si bien se generaron componentes mds activos por accién de
las células, estos no lograrian ser completamente absorbidos.

La muestra HD52 fue la menos favorable desde el punto
de vista de la absorcién de componentes antioxidantes, ya
que si bien se produjo un importante incremento de activi-
dad en la cdmara apical, la actividad especifica de la cimara
basolateral fue del 47% respecto a la de la muestra original
(Tabla 2). Finalmente, en el caso de la muestra HD57 el
comportamiento fue similar al de la muestra AD50, ya que
se observé un aumento de actividad especifica de la camara
basolateral respecto a la apical, aunque en este caso mayor
que en AD50 (Tabla 2). Como caracteristica comun de las
fracciones AD50 y HD57 puede mencionarse la presencia
en ambas de moléculas con altos t; (mds hidrofébicas), no
detectadas en las otras muestras.

Conclusiones

La evaluacion de la potencial absorcion intestinal de cuatro
fracciones con alta actividad antioxidante derivadas de A y H
demostrd que ciertos péptidos podrian ser absorbidos a través
de la monocapa de células Caco-2-TC7, previa modificacion
o no por parte de las peptidasas celulares. Con base en los
resultados encontrados mediante los andlisis de RP-HPLC y
aunque cada una de las muestras tuvo un comportamiento
particular, se pueden derivar algunas caracteristicas comunes
atodas ellas: 1) Aunque con diferente perfil, todas las muestras
presentaron un grupo de moléculas muy hidrofilicas (inicio
de los cromatogramas), las cuales sufrieron modificaciones
y/o absorcion luego de la incubacién con la monocapa de
células Caco2/TC7; 2) todas las camaras apicales presentaron
la aparicion de algin/os pico/s no presente/s en las correspon-
dientes muestras originales, posiblemente relacionados con
la aparicion de nuevos péptidos producto de la hidrolisis por
parte de peptidasas celulares del borde en cepillo; 3) en todos
los casos se observé absorcién de componentes que aparecen
a tiempos de elucion menores a los 15 min.

Respecto a la actividad antioxidante, en los cuatro casos
se observé un comportamiento diferente. Sibien en todos los
casos el potencial antioxidante (expresado como actividad
especifica) se vio aumentado en la cdmara apical respecto
a las muestras originales, sugiriendo un efecto beneficioso
de la accion de las peptidasas, el comportamiento luego de
la absorcidn fue variable y dependi6 del tipo de moléculas
que logré atravesar la monocapa en cada caso. Sin embargo,
como ya se ha mencionado, no es posible descartar comple-
tamente la presencia en las cdmaras basolaterales de alguna/s
proteina/s secretadas/s por las células; los diferentes compor-
tamientos frente a la actividad antioxidante de cada muestra
dan un indicio de su relacién con las diferentes moléculas
que pudieron ser absorbidas en cada caso. Un aumento en la
actividad de la camara apical respecto a la muestra original
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indicala generacion potencial en la luz intestinal de moléculas
mas activas que podrian actuar a ese nivel por efecto directo
sobre especies reactivas presentes en el contenido intestinal.

Estos estudios constituyen una primera aproximacion al
estudio de la absorcién de péptidos con capacidad antioxi-
dante derivados de proteinas de amaranto. Los resultados son
prometedores ya que sugieren una absorcidn potencial de
componentes antioxidantes, abriendo la posibilidad de que es-
tos puedan ser capaces de actuar en el interior del organismo.
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