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RESUMEN:

En este proyecto el gen denominado “Ahp” es un gen homedtico de un gen con propiedades
antihipertensivas, el cual actia como inhibidor de la enzima convertidora de angiotensina
(ECA) que juega un papel crucial en el sistema renina angiotensina aldosterona, es bien
conocido para catalizar la conversion del decapéptido angiotensina | en el octapéptido
angiotensina Il fisiolégicamente activa, desencadenando el aumento de presion arterial. Por
tal motivo el objetivo del proyecto fue aislar y caracterizar molecularmente el gen “Ahp” con
capacidad antihipertensiva obtenido de semilla de Cucurbita Argyrosperma sororia. El cual
competira con la enzima convertidora de angiotensina por el sustrato (angiotensina I)
previniendo asi la hipertension arterial. Generando opciones una vez obtenido y
caracterizado para crear un sistema recombinante para su expresion. Esto con la finalidad de
qgue pueda ser incorporado en alimentos funcionales.

ABSTRACT:

In this project the gene called "Ahp" is a homeobox gene of a gene with antihypertensive
properties, which acts as an ACE inhibitor (ACE), which plays a crucial role in the renin
angiotensin aldosterone system, is well known for catalyze the conversion of the decapeptide
angiotensin | to the octapeptide angiotensin Il physiologically active, triggering an increase in
blood pressure. Therefore the aim of the project was to isolate and molecularly characterize
gene "Ahp" with antihypertensive capacity obtained seed Cucurbita Argyrosperma sororia.
Which compete with angiotensin converting enzyme substrate (angiotensin 1) thus preventing
hypertension. Generating options once obtained and characterized to create a system for
recombinant expression. This in order that it can be incorporated in functional foods.
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INTRODUCCION

En la actualidad los temas de alimentacion relacionados con la salud son prioritarios,
los consumidores, buscan en el mercado aquellos productos que contribuyan a su
salud y bienestar. Siguiendo esta tendencia, reciben informacion sobre las
propiedades saludables de los alimentos, en especial de aquellos que ejercen una
accion favorable sobre algunos procesos fisiolégicos y/o reducen el riesgo de
padecer una enfermedad como los alimentos funcionales (Araya et al., 2005).
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En este tipo de alimentos se busca la prevencion de enfermedades ocasionadas por
el estilo de vida del consumidor como pueden ser entre otras los padecimientos
cardiovasculares. la hipertension arterial (HTA) es uno de los factores de riesgo mas
importantes para padecer dichas enfermedades que son importantes causas de
mortalidad en México (Campos et al., 2013).La hipertensién se presenta cuando, la
presion de la sangre se eleva debido al estrechamiento de las arterias, que son las
encargadas de regular el flujo sanguineo en el cuerpo; de acuerdo con la OMS, los
parametros internacionales para considerar hipertension son presién sistélica mayor
a 140 mmHg y diastdlica superior a 90 mmHg (OMS, 2013b).

Una manera factible de combatir esta problematica es complementar con
ingredientes de origen natural con propiedades benéficas, como la semilla de la
especie Cucurbita Argyrosperma sororia, la cual es utilizada en la alimentacion vy
especialmente la calabaza se destaca dentro de la dieta de comunidades rurales del
centro-sur de México. En la planta de la calabaza el mayor valor nutritivo se
encuentra principalmente en la semilla (Florentino et al., 1995), ya que aporta una
alta concentracién de nutrientes de los que incluye proteina bruta 35.4%, Fibra bruta
18.2%, Calcio 0.44%, entre otros componentes (Bautista et al., 2014).

MATERIALES Y METODOS

Origen de las semillas

Las semillas de chicayota se adquirieron en el mercado de Ometepec, Azoyu y
Marquelia Gro.

Extraccion de RNA total, método de cloruro de litio

Para el método de cloruro de litio (Manning, 1991, modificado por Barrera y Leon,
2008). Se sintetizé de cDNA se realiz6 de acuerdo al protocolo descrito por el
fabricante de Smart™. Se disefiaron los oligonucledtidos para un fragmento de Ahp
se realizd la busqueda y obtencion de las secuencias de proteinas tipo Ahp
reportadas en otros organismos taxondmicamente cercanos a chicayota (Cucurbita
argyrosperma sororia), en base de datos del National Center for Biotechnology
(NCBI), posteriormente se realizé el analisis bioinformatico con el software Bioedit.

Se Identificé el fragmento de Ahp de Chicayota Mediante la Reacciéon en Cadena de
la Polimerasa (PCR) y se amplifico Rapida de Extremos de cDNA (RACE): La técnica
del RACE es un procedimiento usual para la clonacién de la secuencia completa de
un cDNA a partir de una secuencia parcial conocida previamente, puede emplearse
para la clonacién de la region 5’ o 3’ del cDNA completo.

Se purificaron los fragmentos amplificados se realizé6 empleando el Kit gene clean de
QIAGEN. Se realiz6 aislamiento y ensamblaje del gen Ahp completo, primeramente
un analisis bioinformatico para obtener el marco de lectura abierto (ORF), para esto,
se analiz6é la secuencia completa en el programa EXPASYPROTEOMICSERVER.
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/.,http//expasy.org).

Ledn-Galvdn et al./ Vol. 2 (2017) 122-127

123



Investigacion y Desarrollo en Ciencia y Tecnologia de Alimentos

Caracterizacion Bioinformatica del Gen Ahp

La caracterizacion del gen Ahp, se realiz6 en primer plano con el analisis
bioinformatico de las secuencias en la base de datos de NCBI. Posteriormente las
secuencias obtenidas mediante el RACE se analizaron en el programa MacVector y
BLASTXx para la obtencion de la secuencia completa codificante para el gen Ahp de
Chicayota.

Clonacion del Gen Ahp y Transformacion Genética

Se realizé con la ligacion en vector Topo 4 cloning for sequences y transformacion
quimica (choque térmico) en células de Escherichia coli DH5a con el plasmido
Recombinante. La Extraccion de DNA Plasmidico por lisis alcalina y comprobacién
del inserto del gen de interés: Las bacterias genéticamente modificadas se crecieron
en medio LB mas kanamicina para extraer DNA plasmidico siguiendo el protocolo de
QIlAprep Spin Miniprep Kit.

Modelamiento de la Proteina

El modelamiento tridimensional de la estructura de la proteina se realizé in silico con
el programa Swiss-Model utilizando la secuencia de aminoacidos obtenida a partir
del Marco de Lectura Abierto (ORF).

RESULTADOS Y DISCUSION

En la figura 1 se detectd de la presencia del gen Ahp y se comprobé por PCR, esta
técnica permitio la amplificacion de un amplicon aproximadamente de 250 pb, para
tal amplificacion se utilizé diferentes concentraciones de cDNA, (diluciéon 1:50, 1:75,
1:100, 1:200) y se realiz6é un gradiente de temperatura de 48 a 55°C. Se analiz6 en
electroforesis en gel de agarosa desnaturalizante al 1%, en la cual la mejor
amplificacion se aprecia en la dilucién 1:50 y 54°de alineamiento al obtener una
banda sin barrido.
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Figura 1. Amplificacién del Fragmento del gen Ahp. Carril 1: Marcador de peso
molecular de 1Kb plus ladder, Carril 2: Amplificacion con dilucién 1:50 del cDNA.

En la figura 2 se amplificaron, los extremos 5’Ahp y 3’Ahp. Al respecto, el extremo 5’
se obtuvo un amplicon de 430 pb con la dilucion 1:75 de cDNA y 65°C de
alineamiento y el extremo 3’ se obtuvo un amplicén de 350 pb con la dilucién 1:50 y
53°C de alineamiento y se purificaron para su posterior clonacion se hicieron tres
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reacciones de PCR para cada uno, lo anterior con la finalidad de obtener suficiente
muestra para poder realizar la purificacion con un buen rendimiento (concentracion).
Las reacciones de PCR se analizaron en gel de agarosa desnaturalizante al 1% y se
visualizaron en el fotodocumentador GelDoc System de Bio-Rad.
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Figura 2. A) Amplificacion y purificacion del extremo 3" Ahp. Carril 1: Marcador de
peso molecular de 1 Kb plus ladder, Carril 2: purificacion negativa, Carril 3: Extremo
3’Ahp purificado. B) Purificacion del extremo 5° Ahp. Carril 1: Marcador de peso
molecular de 1 Kb plus ladder, Carril 2: purificaciéon negativa, Carril 3: Extremo 5 Ahp
purificado.

En la figura 3 se aprecia la ligacién y transformaciéon en la que las bacterias
genéticamente modificadas que se crecieron en medio liquido Luria-Bertani (LB) mas
antibidtico después de 16 horas de incubacién a 37 °C presentaron crecimiento,
visible por la presencia de turbidez en el medio liquido LB, de forma preliminar, esto
indicd que si las bacterias tenian la capacidad de crecer en medio con antibidtico,
efectivamente eran transformantes.
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Figura 3. A) Ligacién del extremo 3°Ahp en el plasmido PCR-TOPO4. En Carril 1:
Marcador de peso molecular de 1 Kb plus lader, Carril 2 y 4 ligaciéon del gen Ahp en el
plasmido PCR-TOPO4, Carril 3: Ligacién negativa. B) Ligacién del extremo 5'Ahp en el
plasmido PCR-TOPO4. En Carril 1: Marcador de peso molecular de 1 Kb plus lader, Carril
2y 4: ligacién del gen Ahp en el plasmido PCR-TOPO4, Carril 3: Ligacion negativa.

Posterior a la identificacion del crecimiento de las bacterias se realizé extraccion del
DNA plasmidico como se describio en materiales y métodos. Se obtuvo el DNA
plasmidico aproximadamente de 4000 pb, y fue comprobado por analisis de
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restriccion con una PCR con los oligonucleétidos especificos utilizados para el
aislamiento del fragmento Ahp. Es importante destacar que la mayoria de las clonas
seleccionadas fueron positivas, con lo anterior se concluyd que la eficiencia de
transformacion.

En la figura 4 se muestra la caracterizacion bioinformaticamente el gen Ahp el cual,
se sometid a analisis comparativos en la plataforma bioinformatica del NCBI y se
opté por la opcion Nucleotide Blast, con esto se buscd que la secuencia identificada
en chicayota se comparara a nivel de DNA con todas las secuencias reportadas en la
base de datos. El analisis, indica que la secuencia aislada tiene una identidad del
90% con un RNA que codifica para una Kinin reportada en Nilaparvata lungens
(Sequence ID: AB817264.1), la cual es una proteina que se involucra directamente
en el sistema de presion arterial como vasodilatador.
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Figura 4. Analisis tipo Blast nt. En la plataforma de NCBI de secuencia completa
obtenida de chicayota

En la figura 5 se observa el modelo tridimensional de la proteina que se obtuvo con
la secuencia codificante para el ORF se realiz6 la prediccion del modelo encontrando
que la proteina forma un mondémero, compuesto por 438 nucledtidos, y tiene dos
ligandos denominados OXD y dos mas denominados CA.
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Figura 5. Prediccion del Modelo Tridimensional para la proteina Ahp.

CONCLUSIONES

La técnica de RACE 5°-3" permitio el aislamiento del gen denominado como “Ahp” a
partir de semilla de Cucurbita argyrosperma sosoria (chicayota) y la caracterizacion
bioinformatica indicé que la mayor identidad genética del gen Ahp fue con el gen que
codifica para la enzima kinin mostrando una identidad del 90%. Este es primer
reporte de un gen con posible actividad antihipertensiva obtenido a partir de
Cucurbita argyrosperma sororia.
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