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Presentacion

Bioactividad de péptidos derivados de proteinas
alimentarias

Actualmente las proteinas y péptidos con actividad bioldgica constituyen una de las categorias
mas importantes dentro del sector de los alimentos funcionales. Sector en franco crecimiento, ya
qgue hoy en dia se reconoce en mayor medida que llevar un estilo de vida sano incluida la dieta,
puede contribuir a reducir el riesgo de padecer enfermedades y a mantener un buen estado de
salud. Los péptidos con actividad bioldgica pueden generarse durante el procesamiento de
alimentos, por hidrdlisis in vitro o durante la digestidn gastrointestinal, siendo estos mecanismos
insuficientes para generar sus efectos funcionales por lo que se debe recurrir a generarlos
mediante hidrodlisis enzimatica. Los péptidos son secuencias aminoacidicas que tienen la
capacidad de regular diversos procesos fisioldgicos.

La literatura cientifica evidencia que los péptidos pueden atravesar el epitelio intestinal y llegar a
tejidos periféricos via circulacion, pudiendo ejercer efectos tanto a nivel local (tracto
gastrointestinal), como a nivel sistémico. Resulta relevante que diversos estudios han
demostrado que cualquier proteina, independientemente de sus funciones y calidad
nutrimental, puede ser empleada para generar péptidos con actividad bioldgica, potenciando asi
el uso de proteinas de origen no convencional o subutilizadas. La necesidad de contar con
alimentos que sean mas beneficiosos para la salud, también se ve apoyada por los cambios
socioecondmicos y demogréficos que se estan dando a nivel mundial. El aumento de la
esperanza de vida, tiene como consecuencia el incremento de la edad promedio de la poblacidn,
asi como el aumento de los costos de los servicios publicos de salud, estos dos aspectos han
potenciado que los gobiernos, los investigadores, los profesionales de la salud y la industria
alimenticia busquen maneras de establecer una base cientifica que apoye los fundamentos
beneficiosos que se asocian a los componentes funcionales o los alimentos que los contienen. En
este sentido las proteinas y péptidos con actividad bioldgica podrian contribuir a reducir la
epidemia mundial de enfermedades crénico-degenerativas, causantes de un gran numero de
discapacidades y muertes prematuras. Si bien durante la pasada década se ha generado una gran
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cantidad de evidencia cientifica sobre la actividad bioldgica de proteinas y péptidos sigue siendo
prioritario evaluar aspectos fundamentales como la produccion a gran escala, la estabilidad e
interacciéon con diferentes matrices alimentarias, la estabilidad gastrointestinal, la
biodisponibilidad y los posibles efectos secundarios de su consumo prolongado.

Por todo lo anterior, este libro pretende divulgar los efectos beneficiosos de los péptidos
biolégicamente, activos como parte integral de los hidrolizados y de las fracciones proteicas,
abriendo con ello una puerta al desarrollo de nuevos productos que establezca el enlace entre la
nutricién y la salud. Esto sienta las bases para transferir los resultados de la investigacion a la
industria alimentaria fomentando con ello la utilizaciéon, conservacion, caracterizacién vy
evaluacién de recursos bioldgicos para la alimentacion asimismo se fortaleceria el crecimiento
econdémico a través de la innovacion cientifica y tecnoldgica en pro del bienestar social.

Maira Segura-Campos, Luis Chel Guerrero, David Betancur Ancona

Facultad de Ingenieria Quimica, Universidad Auténoma de Yucatan (México)

bancona@uady.mx
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1. Introduccion

Las proteinas son el principal componente estructural de células y tejidos, siendo necesarias para
el crecimiento y el desarrollo corporal, para el mantenimiento y reparacion de tejidos, por su
accion catalitica y como constituyentes esenciales de ciertas hormonas. Estudios recientes han
demostrado que las proteinas y los péptidos derivados de ellas, exhiben una serie de actividades
bioldgicas con efecto directo sobre procesos fisioldgicos del organismo, mas alld de su aporte
nutrimental (Iwaniak & Minkiewicz, 2007). Los péptidos con actividad bioldgica, han sido aislados
principalmente a partir de hidrolizados proteinicos y de productos lacteos modificados por
fermentacidn bacteriana, pero también se pueden generar durante la digestién gastrointestinal
(Manninen, 2004). Esta secuencias aminoacidicas tienen la capacidad de regular diversos
procesos fisioldgicos (Tabla 1), alterando el metabolismo celular y actuando como hormonas o
neurotransmisores a través de interacciones hormona-receptor y cascadas de sefializacion;
también pueden ejercer su accion sobre la regulacion del metabolismo controlando las glandulas
de excrecidn, ajustando la presion arterial, ejerciendo efectos sobre el suefio, memoria, dolor,
apetito y los efectos de las vias de estrés sobre el sistema nervioso central, ejerciendo sus efectos
a nivel local o en diversos dérganos una vez que han ingresado en el sistema circulatorio
(Vermeirssen, Van Camp & Verstraete, 2004).

Péptidos Efecto en el organismo

Inmunomoduladores Estimulan la respuesta inmune

Inhibidores de la enzima|Reducen el riesgo de padecer enfermedades
convertidora de Angiotensina-l | cardiovasculares

Antioxidantes Previenen enfermedades degenerativas y
envejecimiento

Reguladores  del transito | Mejoran la digestion y absorcidn
intestinal

Reguladores de la proliferacion |Reducen la  proliferacion de  tumores

intestinal cancerigenos
Antimicrobianos Reducen el riesgo de infecciones
Hipocolesterolémicos Reducen el riesgo de padecer enfermedades

cardiovasculares

Anticoagulantes Reducen los riesgos de padecer trombos

Tabla 1.Péptidos biolégicamente activos y sus efectos en el organismo (lwaniak &
Minkiewicz, 2007)
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Resulta relevante que diversos estudios han demostrado que cualquier proteina
independientemente de sus funciones y calidad nutricional, puede ser empleada para generar
péptidos con actividad biolégica (Tabla 2), potenciando asi el uso de proteinas de origen no
convencional o subutilizadas, como proteinas vegetales provenientes de fuentes silvestres,
residuos de pesquerias, subproductos de la extraccion de aceites, etc. (Meisel, 2001).

Péptidos Origen Nombre/secuencia
Soya NWGPLV
Pescado LKP, IKP,LRP (derivado de sardina, bonito, atun, calamar)
Carne IKW, LKW
Inhibidores de  ECA Leche Lactoquininas (WLAHK, LRP, LKP)
hipotensores Casoquininas (FFVAP, FALPQY, VPP)
KVREGTTY

Huevo Ovokinina (FRADHPPL)
Ovokinina (2-7)(KVREGTTY)
IAP

Trigo i
Inmunopéptidos
Inmunomoduladores Brocoli YPK
Arroz GYPMYPLR
Leche Inmunopéptidos (ej. aslinmunocasoquinina) (TTMPLW)
. a-Casomorfina (HIQKED(V)),
Citomoduladores Leche
B-casomorfina-7 (YPFPGPI)
Trigo Exorfinas A4, A5 (GYYPT), B4, B5 Y C (YPISL)
Opioides agonistas o- Lactorfinas; B-Lactorfinas
Leche

Casomorfinas

o . Lactoferroxina
Opioides antagonistas Leche

Casoxinas
e . Huevo (f 109-200)
Antimicrobianos .
Leche Lactoferricina
Antitrombdticos Leche K-CN(f106-116), casoplatelinas
Quc.elan.tesl (.ie metales, Leche Caseinofosfopéptidos
anticariogénicos
) Soya LPYPR
Hipocolesterolémicos
Leche IIAEK
Pescado MY
Antioxidantes
Leche MHIRL, YVEEL, WYSLAMAASDI

Tabla 2.Péptidos con actividad bioldgica derivados de diversas fuentes proteinicas.
(Hartmann & Meisel, 2007)
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Considerando la relacién que guarda la nutricion con el estado de salud, los péptidos con
actividad bioldgica podrian ayudar a reducir la actual epidemia de enfermedades crdnicas
degenerativas que afectan a un amplio sector de la poblacién mundial (WHO, 1999). Ademads de
impactar el mercado de alimentos, donde el rubro de alimentos funcionales crece a un ritmo del
20% anual. El futuro de los alimentos funcionales es predecible, pues la preocupacién por la
salud conlleva al aumento de la demanda de este tipo de productos por parte de los
consumidores y al desarrollo de nuevos productos funcionales basados en efectos cuantificables
sobre la salud (Espin, Garcia-Conesa & Tomas-Barberan, 2007).

En este sentido, las primeras afirmaciones acerca del potencial nutracéutico de las proteinas y los
péptidos derivados de ellas, se basaron en estudios in vitro y en limitadas intervenciones clinicas
(Moller, Scholz-Ahrens, Roos & Schrezenmeir, 2008). Aun es necesario evaluar aspectos
fundamentales como la produccién a gran escala, la estabilidad e interaccion con diferentes
matrices alimentarias, la estabilidad gastrointestinal, la biodisponibilidad y los posibles efectos
secundarios de su consumo prolongado.

2. Péptidos antitrombéticos y anticariogénicos

73

PIT T
NEW - NOUVEAL §

_ Aecaident®

Figura 1.Productos alimenticios y de higiene bucal incorporados con péptidos
con actividad antitrombdtica y anticariogénica

Se sabe que la epidemia de las enfermedades cardiovasculares avanza rapidamente tanto en los
paises desarrollados como en los que se encuentran en vias de desarrollo. Las patologias
cardiovasculares causan el 29% de todas las muertes registradas en el mundo (NAAIS, 2005). La
trombosis consiste en la obstruccién local del flujo de sangre por una masa en algun vaso arterial
0 venoso, causando que los tejidos irrigados por este vaso sufran isquemia. Los trombos resultan
de un desequilibrio en la activacidn de los procesos homeostaticos normales, lo anterior causa la
formacién de trombos en tejido vascular no lesionado (Montero-Granados & Monge-Jiménez,
2010). Los farmacos empleados en el tratamiento de la trombosis resultan costosos y en
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ocasiones presentan efectos secundarios, por lo que se ha hecho necesario generar alternativas
terapéuticas que no presenten las limitantes anteriores (Bafas, 2001). Por otra parte, la caries
dental, es junto con la gingivitis, la enfermedad mas frecuente en la poblacion adulta, cuando la
caries da lugar a pérdidas de uno o varios dientes, estas ausencias, conduciran a problemas
masticatorios y digestivos, asi como estéticos (Canseco, 2001). La placa bacteriana, formada por
la acumulacion de las bacterias que suelen estar en la boca, prolifera cuando no existe una
adecuada higiene bucal, si a esto se suma una dieta rica en azlcares y la existencia de defectos
en el esmalte, dard como resultado la desmineralizacién del esmalte (Ayad, van Wuyckhuyse,
Minaguchi, Raubertas, Bedi, Billings et al., 2000). En los paises industrializados dicha
problematica ha sido controlada parcialmente con la adicién de fluoruro al gua potable y a los
productos de higiene bucal, sin embargo esta patologia sigue representando una carga onerosa
para los sistemas de salud pUblica (Medina, Maupomé, Avila, Pérez, Pelcastre & Pontigo, 2006).
La budsqueda de nuevas alternativas para la prevencion y el manejo de estas patologias han
conducido al estudio de nuevos productos o ingredientes de uso seguro y efectivo. Como los
péptidos con efecto antitrombdtico, los cuales has sino aislados de diversas fuentes como la
caseina, cuya actividad bioldgica parece estar relacionada con su similitud estructural con la
cadena 7y del fibrinégeno humano, de forma que entran en competencia con los receptores
plaquetarios superficiales, inhibiendo asi, la agregaciéon que da lugar a la formacién de trombos
(Bard et al., 2001). Estudios recientes han demostrado que los caseinofosfopéptidos presentes en
hidrolizados de leche y suero de leche, presentan capacidad anticariogénica debido a la carga
negativa de los aminoacidos que los constituyen, principalmente los que tienen unidos grupos
fosfatos, de esta forma presentan un sitio para quelar minerales; es asi como el efecto
anticariogénico se presenta a través de la recalcificacién del esmalte dental (Aimutis, 2004). Este
tipo de péptidos pueden ser incorporados a productos con potencial aplicacidn preventiva o
terapéutica para las patologias antes mencionadas. Como es el caso del Glicomacropéptido
(GMP) un péptido bioactivo obtenido del suero de leche, durante la fabricacion de queso la leche
se trata con quimosina, la proteina de la leche (k-caseina) se hidroliza en dos polipéptidos. El
péptido mas grande que contiene los residuos de aminoacidos 1-105 se llama para-K-caseina,
que se convierte en parte de la cuajada del queso, mientras que el péptido mas pequefio que
contiene los residuos de aminodcidos 106-169 se vuelve soluble y constituye parte del suero. El
GM es relativamente pequeiio, con un peso molecular de 8 kDa, sin embargo, debido a la
glicosilacion su tamafo real puede variar de 25 a 30 kDa (Aimutis, 2004). Este péptido con
actividad antitrombdtica, anticariogénica y antimicrobiana ha sido purificado y comercializado
por Davisco, Foods International Inc. (BioPureGMP™) (Figura 1). También se han combinado
péptidos con fosfato cdlcico amorfo para ser empleados como ingredientes de enjuagues
bucales, pasta de dientes (Prospec Ml Paste™, GC Tooth Mouse™) o gomas de mascar
(Recaldent™, Trident™) (Figura 1), debido a su efecto anticariogénico a través de la
recalcificacion del diente (Reynolds, 1999). Lo anterior pone de manifiesto el potencial que tiene
estos péptidos, tanto los que se obtienen directamente por hidrdlisis como los que se modifican
guimicamente, para ser incorporados en diferentes productos.
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3. Péptidos inhibidores de la enzima convertidora de Angiotensina-I
(Antihipertensivos)

El incremento del nimero de casos de sindrome metabdlico es una de las causas de la expansion
de la epidemia mundial de diabetes tipo 2 y de enfermedades cardiovasculares (Dunstan,
Zimmet, Welborn, De Courten, Cameron & Sicree, 2002). El sindrome metabdlico tiene una
prevalencia en la poblacién mundial del 25%, dicha poblacidn tiene una probabilidad tres veces
mayor de sufrir un ataque cardiaco o un accidente cerebrovascular y dos veces mayor de morir
por tales causas (Isomaa, Almgren, Tuomi, Forsen, Lahti & Nissen, 2001). En este sentido, la
hipertension arterial (HTA) es considerada actualmente como la enfermedad crénica mds
frecuente del mundo, se estima que hasta 25% de la poblacién la padece, en México, la HTA
sistémica es un grave problema de salud publica (Lépez-Correa & Carranza-Madrigal, 2011).
Entre los farmacos antihipertensivos mas utilizados se encuentran los inhibidores de la Enzima
Convertidora de Angiotensina-I (ECA), los cuales reducen la formacion del vasoconstrictor
Angiotensina-Il (Hirsch, 2003). La ECA actia por un lado hidrolizando el decapéptido
Angiotensina-| (Figura 2) para producir Angiotensina-Il que es vasoconstrictor y por otro degrada
el péptido vasodilatador bradiquinina (Skow, Smith & Shaughnessy, 2003).

Sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona Sistema Kallikreina-kinina
Angiotensindgeno Kinindeeno

& «_ Renina ¢ prorenina — Kallikreina _..,L

Angiotensina l Bradiguinina

¢ ECA \Aumenta la

Angiotensina Il sintesis de

\ Fragmentos
inactivos

Secrecion de

prostaclandinas

Vasoconstriccion Aldasterona Vasodilatacion

| | |

Aumento de la Aumento de Na*y de Disminucion de la
resistencia vascular retencion de agua resistencia vascular
periférica / periférica
Aumento de la Disminucion de la
presian arterial presicn arterial

Figura 2.Reacciones catalizadas por la Enzima Convertidora de Angiotensina-I en los sistemas
Renina-Angiotensina-Aldosterona y Kalikreina-kinina
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La Angiotensina-ll juega un importante papel en la regulacién de las funciones renales,
vasculares y cardiacas, sus funciones estan vinculadas con la modulacién de la trasmisién
sindptica, estimulacion de secrecién de la vasopresina, estimulacién de la sed, vasoconstriccion,
estimulacion de la secrecidon de aldosterona por la corteza suprarrenal y accidn mitogénica,
modula la excrecidén renal de Na+ y la contraccidn y relajacién miocardica y el tono vascular
(Touyz & Schiffrin, 2000). Sin embargo los inhibidores sintéticos de la ECA, como el captopril,
tienen multitud de efectos secundarios como hipotensidn, altos niveles de potasio, reducida
funcion renal, tos, angioedema, erupciones cutaneas y anormalidades fetales (Abbenante &
Fairlie, 2005). Lo anterior ha incrementado el interés en el estudio de compuestos de origen
natural que puedan generar en el organismo un efecto hipotensor, sin los inconvenientes efectos
colaterales. Muchos péptidos derivados de proteinas alimentarias se caracterizan por tener
potente efecto inhibidor invitro de la ECA; este tipo de péptidos han sido aislados de
hidrolizados de proteinas lacteas, del huevo, del plasma sanguineo de ganado vacuno;
recientemente se han obtenido de cereales y leguminosas (Matsui, Tamaya, Seki, Osajima,
Matsumoto & Kawasaki, 2002). Los vegetales representan fuentes alternativas, de menor costo
o incluso subutilizadas; las cuales pueden ser utilizadas para la obtencién de hidrolizados y
péptidos con actividad bioldgica (Vioque, Sdnchez-Vioque, Clemente, Pedroche, Yust & Millan,
2000). Los péptidos inhibidores de ECA, son generalmente de pequefio tamafio y pueden ser
absorbidos facil y rdpidamente en el intestino e inhibir a la enzima convertidora, lo que generaria
una baja de la presidn arterial; si bien tienen una actividad inhibidora in vitro menor que los
farmacos inhibidores, hasta el momento no han mostrado ningun efecto secundario (Korhonen &
Pihlanto, 2003). De esta manera, la actividad bioldgica que exhiben estos péptidos, potencian su
uso como nutracéuticos para el desarrollo de alimentos de tipo funcional.

4. Modelos experimentales in vitro para evaluar la actividad bioldgica de
péptidos

Los modelos in vitro son una simplificacién de una realidad mucho mas compleja, el ser vivo, por
eso en muchas ocasiones la informacidon que son capaces de proporcionar es limitada y a
menudo, no tienen una completa correlacion con los resultados obtenidos in vivo. ( Beas, Loarca,
Guzman, Rodriguez, Vasco & Guevara, 2011). Aun asi, no cabe ninguna duda de que ofrecen
ventajas intrinsecas muy destacables para evaluar caracteristicas esenciales de compuestos de
origen natural con actividad bioldgica, dada su simplicidad, disponibilidad, bajo costo, facil
control de las variables experimentales, necesidad de cantidades muy pequefas del compuesto
en estudio y la posibilidad de realizar estudios en etapas muy tempranas del desarrollo de un
nuevo farmaco o agente terapéutico (Carrién-Recio, Gonzalez-Delgado, Olivera-Ruano & Correa-
Fernandez, 1999). Esta tendencia ha propiciado de forma extraordinaria el desarrollo de
modelos invitro alternativos a la experimentacién animal para estudios de actividad
farmacoldgica y toxicoldgica de compuestos de origen natural, lo que permite de manera eficaz
identificar posibles candidatos a farmacos (Gémez-Lechén, Donato, Castell & Jover, 2003). Los
modelos in vitro proporcionan una informacion clara cuando de lo que se trata es de decidir cual
entre una familia de compuestos es el menos toxico en términos de concentracion, o si un
compuesto es mas o menos toxico que otro (Jover, Martinez-Jiménez, Gdmez-Lechdn & Castell,
2006). Es particularmente relevante identificar y desarrollar nuevos compuestos que puedan ser
empleados para atender la creciente frecuencia de patologias metabdlicas, enfermedades
cronico-degenerativas, asi como enfermedades infecciosas que se encuentran actualmente entre
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las principales causas de muerte (Yach, Leeder, Bell & Kistnasamy, 2005). De esta manera, es
necesario establecer sistemas bioldogicos que permitan identificar y caracterizar respuestas
celulares de una manera répida y eficiente (Elimrani, Lahjouji, Seidman, Roy, Mitchell & Qureshi,
2003). El empleo de sistemas modelos in vitro, que puedan simular los procesos in vivo, pueden
tener un efecto beneficioso considerable en la exploracién de la estabilidad y actividad de
secuencias peptidicas (Walsh, Berbard, Murray, MacDonald, Pentzien, Wright et al., 2004).
Destacan los modelos que evaltan los efectos antiproliferativos, los cuales permiten determinar
el efecto de un compuesto sobre los factores humorales o celulares que acttan en la respuesta
inmune (Macias-Villamizar, Coy-Barrera & Cuca-Sudrez, 2011); efectos antioxidantes de
compuestos bioldgicos activos utilizando cultivos celulares (Sanchez-Campillo, Pérez-Llamas,
Gonzélez-Silvera, Martinez-Tomas, Burgos, Wellner et al., 2010)); citotoxicidad de compuestos
con potencial empleo en terapias anti cancer (Villavicencio-Nieto, Pérez-Escandén & Mendoza-
Pérez, 2008) y antimicrobianos aplicables a la industria farmacoldgica y alimentaria (Mine, Ma &
Lauriau, 2004). Para estudiar la absorcion de a nivel intestinal, se emplean modelos
experimentales mediante el cultivo de enterocitos humanos (Figura 3).

Comportamiento de

fluido apical Cultivo celular
monocapa
7 s \_
7 7,
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DS /
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fluido basolateral porosa

Figura 3.Esquema de un ensayo celular monocapa

Los ensayos celulares monocapa consisten en un delgado cultivo celular colocado sobre un
soporte poroso que separa dos compartimentos con fluido este tipo de ensayos bioldgicos
constituyen una sofisticada herramienta para efectuar estudios in vitro para esclarecer modelos
que expliquen los mecanismos de barreras farmacocinéticas como la del epitelio intestinal
(Vermeirssen, Deplancke, Tappenden, Van Camp, Gaskins & Verstraete, 2002). La monocapa de
células Caco-2 se siembra en la membrana semipermeable. El compartimento con las células se
denomina zona apical y el compartimento exterior zona basolateral (Elimrani et al., 2003). Las
metodologias in vitro podrian proporcionar resultados a escala de laboratorio, y emplearse como
alternativas a la experimentacién en humanos o animales en el proceso del estudio la actividad
bioldgica, incorporacion a alimentos y estabilidad en el organismo de las secuencias peptidicas.
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5. Péptidos antimicrobianos

La demanda de alimentos procesados se ha incrementado con el crecimiento de la poblacion de
manera considerable, esto a su vez, implica un cambio en el estilo de vida. A pesar de las
diferentes técnicas de conservacion disponibles, la alteraciéon de alimentos por parte de los
microorganismos, es un problema no controlado del todo (Beuchat, 2001). En este sentido, los
agentes antimicrobianos han tenido gran relevancia desde hace mas de 50 afios en la industria
alimentaria, donde han sido utilizados como aditivos tanto en alimentos procesados como en
empaques, para evitar la generacion de infecciones o intoxicaciones (Rodriguez y Schobitz, 2009).
Sin embargo, el uso irracional de estos compuestos ha generado una crisis de salud publica
debido a la aparicidn de cepas resistentes a algunos antibidticos y antimicrobianos considerados
como de mayor efectividad (Gutiérrez y Orduz, 2003). Ademas, a pesar de que el uso de agentes
quimicos es uno de los métodos de conservacidon mas antiguos y tradicionales que existen, sin
embargo no cumplen con el concepto de natural o seguro que los consumidores demandan. La
sociedad actual, demande también, productos con menos aditivos quimicos ya que, algunos de
éstos son sospechosos de poseer cierto grado de toxicidad (Davidson & Zivanovic, 2003). Es asi,
como los productores de alimentos han sido forzados a tratar de remover completamente el uso
de antimicrobianos quimicos o adoptar alternativas naturales para el mantenimiento o la
extension de la vida util de los productos (Beuchat, 2001). Esta situacion ha generado gran
interés en el estudio y desarrollo de nuevos agentes antimicrobianos no toxicos y que no generen
mecanismos de resistencia en los microorganismos (Davidson & Zivanovic, 2003). En este
sentido, los péptidos con actividad bioldgica tienen la capacidad de ejercer efectos especificos a
nivel fisiolégico en el organismo, como por ejemplo aquellos que presentan actividad
antimicrobiana. Estas secuencias aminoacidicas son moléculas efectoras claves en la inmunidad
innata, con tamafos que oscilan entre 2 hasta 200 aminoacidos (Rivas, Sada, Hernandez &
Tsutsumi, 2006). Diversos estudios han reportado que mediante la hidrdlisis controlada in vitro
de proteinas alimentarias es posible generar este tipo de péptidos. Se han aislado péptidos
antimicrobianos principalmente a partir de hidrolizados enzimaticos limitados, de proteinas de
origen animal como la leche, el huevo y algunas especies marinas de peces. Recientemente se
han aislado de hidrolizados limitados, con grados de hidrélisis menor al 10%, de proteinas de
origen vegetal como la soya y el maiz (Dubin, Mak, Dubin, Rzychon, Stec, Wladyka et al., 2005).
Los péptidos con actividad antimicrobiana inhiben el crecimiento bacteriano y flungico tanto
in vitro como in vivo. Actlan frente a diferentes bacterias Gram-positivas y Gram-negativas
(Escherichia, Helicobacter, Listeria, Salmonella y Staphylococcus), levaduras y hongos
filamentosos. (Kitts & Weiler, 2003). El amplio uso de estos compuestos se debe a que poseen
toxicidad selectiva que permite atacar de manera especifica las células blanco mediante
mecanismos que, al parecer, dificultan la aparicién de fendmenos de resistencia (Téllez &
Castafio, 2010). El mecanismo de accion de los PAM contra los microorganismos se divide en tres
etapas como se observa en la figura 4 (Kamysz, Okréj & Lukasiak, 2003).

Etapa 1
Atraccion por la célula bacteriana. EI mecanismo madas directo es la union electrostatica de
péptidos catidnicos a componentes de la superficie bacteriana que presentan una carga negativa

neta, por ejemplo fosfolipidos anidnicos y grupos fosfato de lipopolisacaridos (LPS), en bacterias
Gram negativo y acidos teidicos en bacterias Gram positivo (Téllez & Castafio, 2010).
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Etapa 2

Unidn a la membrana celular. Los péptidos que se encuentran en estrecho contacto con la célula
bacteriana, deben atravesar el polisacarido capsular, para poder interactuar con la membrana
celular externa. Una vez que los péptidos han conectado con la membrana plasmatica, pueden
interactuar con la bicapa lipidica (Téllez & Castafio, 2010).

Etapa 3

Insercion del péptido y permeabilizacién de la membrana celular. Algunos de estos péptidos ya
son empleados como aditivos con actividad antimicrobiana en sistemas alimentarios, como la
nisina producida por algunas cepas de Lactococcus lactis, la cual es generalmente reconocida
como segura (GRAS, por sus siglas en inglés) (Thomas, Clarkson & Delves-Broughton, 2000). Uno
de los inconvenientes que tiene el uso de nisina como aditivo es su elevado costo, por lo que la
utilizacién de hidrolizados proteinicos provenientes de fuentes no convencionales o subutilizadas
puede ser una alternativa para la obtencion de este tipo de péptidos a un menor costo,
potenciando su aplicacién como aditivos antimicrobianos en sistemas alimentarios.
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Figura 4.Etapas del mecanismo de accion de los péptidos antimicrobianos
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6. Péptidos antioxidantes

Las especies reactivas de oxigeno (ROS), se generan constantemente en los organismos aerdbicos
como resultado de las reacciones metabdlicas (Vertuani, Angusti & Manfredini, 2004). Una
excesiva produccion de ROS puede sobrepasar la capacidad antioxidante fisioldgica. Como
consecuencia de este dafio oxidativo, las proteinas, los lipidos y el ADN se convierten en el
blanco del ataque de los radicales libres, dafiando las enzimas, las membranas celulares y el
material genético (Figura 5).
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Figura 5.Especies oxidantes y antioxidantes enzimdticos

Este dafo ha sido relacionado con el desarrollo de diversas enfermedades, como algunos tipos
de cancer, enfermedades cardiovasculares, artritis reumatoide, y con el proceso de
envejecimiento (Chirino, Orozco-lbarra & Pedraza-Chaverri, 2006). Andlogamente a otros
sistemas bioldgicos, el dafio oxidativo también tiene una gran importancia en los alimentos. Una
consecuencia habitual es la peroxidacién lipidica que produce rancidez, aparicion de sabores
inaceptables para el consumidor y disminucién de la vida comercial del producto (Liu, Chen &
Lin, 2005). Para evitar estos efectos negativos, en la industria alimentaria se emplean
antioxidantes sintéticos, entre los que se encuentran el 2,6-bis(1,1-dimetiletil)-4-metilfenol (BHT)
y el 2-tert-butil-4-hidroxianisol (BHA) pero debido a que recientemente se ha descrito la posible
toxicidad de estos compuestos sobre el organismo humano, se esta potenciando la busqueda de
antioxidantes de fuentes naturales provenientes de los alimentos. Entre estos hay que destacar
compuestos fendlicos, como el tocoferol, carotenoides, catequinas y polifenoles (Espin et al.,
2007). Sin embargo, estos antioxidantes naturales presentan algunas desventajas; como su mds
baja capacidad antioxidante y la mayoria de ellos (carotenoides, compuestos fendlicos, vitamina
E) son insolubles en sistema acuosos. Se han descrito péptidos antioxidantes que tienen la
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capacidad tanto de secuestrar radicales libres como de formar complejos con los iones metalicos
que catalizan las reacciones de los radicales libres (Hernandez-Ledesma, Davalos, Bartolomé &
Amigo, 2005). Estos péptidos actuan impidiendo que otras moléculas se unan a especies
reactivas del oxigeno, al interactuar mas rdpido con los radicales libres que estos con el resto de
las moléculas presentes, es decir, el péptido actua cediéndole un electrén al radical libre una vez
que se colisionan en un determinado microambiente de la membrana plasmatica, citosol, nicleo
o liquido extracelular, (Venéreo, 2002). Este tipo de péptidos se han obtenido de hidrolizados
proteinicos de pescado, caseina, proteinas lacteas y albumina de huevo, entre otros y estan
constituidos usualmente de 3 a 16 residuos aminoacidicos (Hernandez-Ledesma et al., 2005). Las
proteinas de origen vegetal, como el garbanzo, la soya, el girasol, y otras especies de
leguminosas también pueden ser fuente de este tipo de péptidos. Una vez demostrada su
actividad, resistencia a la digestidn y absorcidn in vivo podrian ser usados en la elaboracion de
alimentos funcionales para la prevencion de distintas enfermedades y reducir el dafio oxidativo
de productos alimenticios, aumentando su vida util (Vioque et al., 2000).

7. Péptidos con actividad biolégica en hidrolizados proteinicos de origen
vegetal

A nivel mundial la industria alimentaria genera una gran cantidad de residuos ricos en proteinas,
entre los que se encuentran las harinas desengrasadas procedentes de la extraccién del aceite de
las semillas o los residuos generados durante los procesos de molienda de diversos granos. Estas
harinas o residuos son usadas generalmente para la alimentaciéon del ganado, sin embargo
representan uno de los reservorios de proteinas con mayor potencial para la industria
alimentaria (Fredrikson, Biot, Alminger, Carlsson & Sandberg, 2001). El interés en el
aprovechamiento de estas proteinas ha impulsado el desarrollo de procesos de obtencidn y
mejora de las mismas mediante la produccidon de concentrados y aislados proteicos (Figura 6)
(Lgari, Vioque, Pedroche & Milldn, 2002). En este sentido, el gluten es una glucoproteina
ergastica amorfa que se encuentra en el trigo combinado con almiddn. Representa un 80% de las
proteinas del trigo y esta compuesto por gliadina y glutenina, constituye la mayor parte de las
proteinas de almace-namiento. Es un sub-producto del proceso de extraccién del almidén, y esta
disponible en grandes cantidades y relativamente a bajo costo (Shewry & Halford, 2002). En los
ultimos afios, el estudio de las proteinas de los alimentos como componentes beneficiosos, no
solo desde un punto de vista funcional o nutricional, esta recibiendo una gran atencién. En este
sentido, se viene investigando la presencia de diferentes péptidos con actividad bioldgica en
proteinas de diversos tipos de alimentos (Meisel, 2001). Entre las estrategias empleadas para
obtener péptidos con actividad bioldgica destacan la hidrdlisis utilizando enzimas comerciales,
los procesos de fermentacion, la digestion gastrointestinal in vivo y la sintesis quimica basada en
la secuencia de péptidos cuya actividad ya ha sido estudiada (Meisel, 2001). Los péptidos
presentan una amplia gama de actividades bioldgicas, relacionadas con su secuencia
aminoacidica, caracteristicas estructurales, propiedades de hidrofobicidad o carga y la capacidad
de enlazar microelementos (Iwaniak & Minkiewicz, 2007). Su presencia en hidrolizados proteicos
de origen vegetal incrementaria el valor afiadido de estos hidrolizados, ya que una vez
demostrada su actividad, resistencia a la digestion y absorcidén in vivo, podrian usarse como
ingredientes para la elaboracién de alimentos funcionales o pueden incluirse en matrices no
alimentarias y ejercer ciertos efectos beneficiosos para la salud (Escudero et al., 2012). Existe un
consenso sobre el hecho de que debe probarse mediante estudios en humanos el efecto
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beneficioso que tienen para la salud el consumo de péptidos bioactivos y que en la valoracién de
éstos debe también tenerse en cuenta los posibles efectos adversos que podrian ejercer los
propios péptidos o sus subproductos, que podrian estar contenidos inevitablemente en tales
alimentos (Hartmann, Wal, Bernard & Pentzien, 2007). Estos requerimientos de seguridad
incluirian la ausencia de toxicidad, citotoxicidad y alergenicidad.
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1. Introduccion

En las ultimas décadas la necesidad de desarrollar nuevos compuestos que permitan atender la
alta demanda de patologias crdnicas, y por otra parte disminuir los efectos adversos que se
generan por los medicamentos empleados rutinariamente, han motivado la busqueda de fuentes
alternas para nuevos compuestos. La diversidad de proteinas con actividades en los diferentes
procesos celulares, han propuesto la posibilidad de influir sobre las respuestas celulares al
emplear péptidos que alteren las propiedades de proteinas estructurales, enzimas, receptores,
canales y transportadores que participan en respuestas celulares como proliferacién,
citotoxicidad, regulacidn de estrés oxidativo y efectos antimicrobianos, entre otros. El impulso
que ha tenido la industria farmacéutica para el desarrollo de compuestos biotecnoldgicos,
permite predecir una nueva época en donde el empleo de compuestos proteicos presenta un
mejor efecto con una mayor especificidad. Sin embargo, los problemas que se tienen para la
producciéon de proteinas y las dificultades para su biodisponibilidad o para mantener
concentraciones terapéuticas en el sitio de accidn limitan su aplicacion. De manera interesante
se ha iniciado el empleo de péptidos que muestran efectos bioldgicos relevantes como
antihipertensivos, hipoglucemiantes, antiproliferativos, citotdxicos, antioxidantes y antibidticos.
De esta manera, establecer modelos bioldgicos que permitan aislar, caracterizar y determinar
mecanismos de accion, tanto in vivo como in vitro, son Utiles para la validacion y establecimiento
de nuevos compuestos que permitan atender patologias como: diabetes, hipertensién, obesidad,
sindrome metabdlico y cancer.

La identificacion de compuestos organicos ha permitido la incorporacién en la medicina de
substancias que se derivan de plantas, ante la necesidad de proveer fuentes alternas de
administraciéon de moléculas complejas con actividades que prevengan el desarrollo de
enfermedades o sus complicaciones. Por otra parte, la posibilidad de establecer alimentos
funcionales adicionados con péptidos bioactivos se hace muy atractiva, sobre todo si se toma en
consideracion que muchos de los compuestos sintetizados actualmente se han desarrollado de
actividades inicialmente descritas de compuestos organicos identificados y caracterizados de
origen vegetal. Finalmente, los tiempos prolongados que se deben de tener para controlar
enfermedades como diabetes, hipertensién arterial, dislipidemias, obesidad y algunas
enfermedades cardiovasculares, permitird el uso de los alimentos funcionales como una
alternativa para nuestro pais. La caracterizacion in vitro de actividades antiproliferativas,
citotdxicas, antioxidantes y antimicrobianas puede realizarse con diferentes modelos
experimentales que incluyen el cultivo celular, inmunodeteccién de marcadores, citometria de
flujo, evaluacion de especies reactivas, y ensayos de citotoxicidad sobre células eucariotas o
procariotas.

1.1. Respuestas celulares basicas

Los diferentes tejidos que constituyen a los organismos multicelulares se encuentran en un
proceso de continua adaptacién a los diferentes estimulos que reciben. La sefializacion que
perciben y su integracién favorecen respuestas celulares bdsicas, destacan entre ellas la
proliferacion celular, la diferenciaciéon y la muerte celular (Figura 1). El descontrol de dichas
respuestas se relaciona a su vez con el desarrollo de enfermedades como el cancer,
enfermedades crénicas degenerativas o inflamatorias, en las cuales las Especies Reactivas de
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Oxigeno (EROs) forman parte de los mecanismos que participan en su origen o desencadenan
efectos adversos secundarios (Parker, 2009; Posner, 2010). El conocimiento de las moléculas
participantes en estos procesos ha sido amplio, lo que permite proponer diversos blancos
terapéuticos, particularmente sobre proteinas que tienen relevancia en los procesos
anteriormente mencionados (Altman, 2006).

| Respuesta celular |

Informacion externa @ Proliferacién

Moléculas sefalizadoras >01ub1c> /_/.® Quiescencia
Interacciones con otras celulab—b
Interacciones con el >11>Iram » Apoprosis

—

Informacion interna
P O “» Diferenciacion

5 Senescencia
Genotipo

Linaje celular
Fase del ciclo celular
Estado metabolico
Etapa de desarrollo

Figura 1. Respuestas celulares. Cada células de nuestros tejidos recibe una diversidad de
estimulos extra-celulares (factores solubles, interacciones celulares, informacion del sustrato
extra-celular), esta informacion se traduce por moléculas receptoras que de acuerdo a la
informacion intracelular generada se integra una respuesta adecuada a las necesidades
celulares. Estas respuestas bdsicas pueden ser proliferacion, mantenerse en estado de reposo
(quiescencia), muerte celular o diferenciacion. Cada una de estas respuestas es factible que
pueda ser modulada por farmacos (Altman, 2006)

En lo que respecta a las moléculas que regulan la proliferacion se incluyen enzimas que
participan en la sintesis de los nucleétidos, las actividades relacionadas con la sintesis de Acido
Desoxirribonucleico (ADN), las moléculas reguladoras de los puntos de control en la progresion
del ciclo celular y el proceso de division celular relacionado con el funcionamiento del uso
mitdtico. Los efectos citotoxicos se relacionan con dafio a procesos vitales que desencadenan la
activacion de vias que llevan a la muerte celular (apoptosis, necrosis, autofagia, piroptosis) (Fink
& Cookson, 2005). Durante este proceso participan proteasas, cinasas y fosfatasas que regulan
los diferentes pasos de estas vias. En lo que respecta a los eventos antioxidantes se relacionan
con la capacidad de evitar los dafios generados por las EROs (ién superdxido, perdxido e
hidroxilo), o por regulacidon de las actividades que controlan su concentraciéon (Superoéxido
dismutasa, peroxidasa, catalasa). Las actividades farmacoldgicas descritas principalmente como
agentes antiproliferativos estan relacionadas principalmente para inhibir la sintesis de
nucledtidos, del ADN, evitar la divisién celular, e inhibir a las topoisomerasas. Lo cual permite
identificar dos procesos en donde se impacta que es la replicacion del ADN y la division celular.
Estos dos eventos pueden ser facilmente identificables por citometria de flujo o por la
determinacion de la viabilidad celular. La evaluacién in vitro del estrés oxidativo se lleva a cabo
por la deteccidn de las EROs a través de métodos colorimétricos o fluorimétricos. Por otra parte,
la determinacion del efecto citotdxico se relaciona con la capacidad de determinar la viabilidad
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por conteo colorimétrico o fluorimétrico. Finalmente, para la evaluacién de los procesos de
diferenciacion es necesario contar con condiciones que permitan el crecimiento in vitro de
células precursoras y determinar el impacto positivo o negativo sobre la diferenciacion terminal
de un fenotipo particular. Cuando interesa tener conocimiento de los mecanismos que participan
en los procesos es posible la deteccion de biomarcadores de las condiciones analizadas,
empleando para ello la inmunocitoquimica o la Reaccidon en Cadena de la Polimerasa (PCR). La
relevancia de establecer la caracterizacién de péptidos bioactivos obtiene soporte al proponerlos
como reguladores de enzimas relevantes en los diferentes procesos mencionados, destacan:
proteasas, cinasas, fosfatasas (efecto citotdxico); polimerasas, topoisomerasas, ensamblaje del
uso mitdtico (acciones antiproliferativas); y oxidasas, reductasas (actividades antioxidantes). De
esta manera existe un alto potencial para identificar nuevas actividades relevantes para revertir
patologias o sus complicaciones, como: cancer, inflamacién, diabetes, hipertension. Asi, el
aislamiento, identificacion, caracterizacién de nuevas sustancias bioactivas requiere la formacion
de grupos multidisciplinarios que aborden de manera integral el desarrollo de nuevos farmacos,
lo que permitird establecer los mecanismos de accién de los compuestos bioactivos,
fortaleciendo asi su mejor aplicacion para la solucién de la problematica en salud de nuestros
tiempos.

1.2. Ensayos bioldgicos para identificar y caracterizar péptidos bioactivos

Existen diferentes modelos biolégicos que se pueden emplear como bioensayos. De manera
general podemos identificar los modelos in vivo e in vitro.

Pruebas in vivo: Durante muchos afios se han usado especies animales como modelos vivos, para
la evaluacion de riesgo toxico, particularmente para la caracterizaciéon de los nuevos farmacos
desarrollados por la industria farmacéutica que se incorporaran a la practica clinica. El uso de
animales en las pruebas preclinicas, esta obligado para realizar la evaluacidon de riesgo
toxicologico antes de ser autorizado un ensayo clinico por las autoridades pertenecientes de los
Comités especificos de bioética. Existen ademas diferentes modelos que permiten analizar los
efectos antihipertensivos e hipoglucemiantes (véase capitulo 7 de este libro sobre bioensayos in
vivo). Por otra parte, se han desarrollado modelos animales que recrean diferentes
enfermedades entre las que destaca cancer y enfermedades crénicas. Finalmente, la
manipulacidn genética y celular de animales de experimentacién permiten generar modelos de
diferentes enfermedades relacionadas con mutaciones particulares, lo que es interesante para
revertir o impedir las complicaciones de enfermedades complejas. Estas opciones de modelos no
seran atendidos en este capitulo.

Pruebas in vitro: Las diferentes metodologias que permiten la evaluacion de farmacos en cultivos
celulares han tenido un amplio desarrollo en las ciencias médicas, siendo un sistema efectivo
para la evaluacion de la toxicidad de rutina de muchos compuestos y elemento valioso para
determinar el impacto en efectos sobre la proliferacion celular, citotoxicidad y efectos
antioxidantes. Si bien es cierto que todavia el uso de animales es aun imprescindible para
algunos tipos de experimentacién en el drea de las ciencias de la salud, particularmente los
efectos de toxicidad crdnica, hay muchas situaciones en las que la metodologia in vitro pueden
sustituir eficientemente los estudios in vivo. Se han realizado trabajos de validacién que han
demostrado que existe una alta correlacién entre los ensayos de toxicidad in vitro e in vivo
(Organizacion Panamericana de la Salud, 2005). Por otra parte, el estudio de poblaciones
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celulares diferenciadas terminalmente permite hacer estudios sobre fenotipos particulares y
establece el primer acercamiento hacia efectos selectivos. Estas pruebas son relativamente
simples, rapidas y de bajo costo, proporcionando una evaluacién valiosa sobre las sustancias que
deberian ser descartadas o sujetas a caracterizacién posterior. De esta manera el aislamiento,
propagacion y caracterizacion de poblaciones celulares se destaca como la principal metodologia
para iniciar la caracterizacion in vitro de compuestos bioactivos.

1.3. Historia de los cultivos celulares

En 1878, Claude Bernard demostré que el medio interno, a pesar de ser producto del
metabolismo celular, regulaba la actividad de los propios tejidos. Ademds, que para estudiar las
células era necesario aislarlas en sistemas artificiales sin la influencia del organismo. Uno de los
primeros pasos en este sentido fue dado por von Recklinghausen que en 1886, logré mantener
glébulos de anfibios por mas de un mes bajo diferentes condiciones en recipientes esterilizados
(Freshney, 2011). En 1885, Wilhelm Roux, aislé a través de una técnica microquirdrgica la placa
neural de embridn de pollo, observé la formacidn de tubo neural, precursor del sistema nervioso
central, estos resultados fueron considerados como el primero explante in vitro. En 1898,
Ljunggren mantuvo in vitro, por varias semanas, explantes de piel humana inmersos en liquido
de ascitis (Freshney, 2011). En 1903, Jolly hizo las primeras observaciones detalladas sobre la
supervivencia y la division celular in vitro logrando mantener, por 30 dias, leucocitos de
salamandra. Ross Harrison, describié la diferenciaciéon de células de trozos de tubo neural de
rana, en gota de linfa de rana, mostré que la funcién normal continuaba in vitro, marcando asi el
verdadero inicio del cultivo celular. M. Burrows usd las técnicas de cultivo de tejidos de anfibios
para los tejidos de animales homeotermos, descubriendo la importancia del plasma sanguineo
como medio de cultivo. Alexis Carrel, Premio Nobel en Cirugia Experimental, fue uno de los
responsables del desarrollo de los métodos de cultivo celular, gran conocedor de las técnicas de
asepsia, usd técnicas quirdrgicas en su trabajo. Con una técnica innovadora, le permitié
mantener una linea celular de tejido conectivo de pollo activa por 34 afios (Freshney, 2011).

La perfeccion de los actuales métodos de cultivo celular fue desarrollada, en gran parte, por el
grupo del National Cancer Institute de los EUA, liderado por Wilton Earle, quien fue el primero
en mantener células en multiplicacion sobre vidrio, siendo el primero en mantener células en
suspension. En 1911-1912, se inicié el desarrollo de cultivo de células animales con los estudios
realizados por Warren & Lewis. Otros estudios fueron realizados para la optimizaciéon de los
cultivos de tejidos, tales como los componentes del medio de cultivo necesarios para el
desarrollo y crecimiento de las células ( Dulbecco & Vogt, 1954; Eagle, 1955; Eagle, 1959; Eagle,
1960; Fischer, Puck & Sato, 1958; Hanks, 1948; Parker, 1961). De estas investigaciones se generd
la variada gama de medios de cultivo disponibles en la actualidad, en donde inclusive
actualmente se tienen condiciones libres de suero, siendo estas las condiciones mas valiosas
para los ensayos farmacoldgicos. La idea del cultivo de células vegetales fue alcanzada por
Haberlandt en 1902, pero los primeros intentos con éxito fueron realizados en 1921 por Molliard
y por Kotte y Robbins, al lograr mantener raices de vegetales vivas durante algunas semanas
(Freshney, 2011). Varios tipos de células animales, tanto de embriones como de adultos, han sido
cultivados in vitro por periodos variables de tiempo, posibilitando su estudio sobre varias
condiciones.
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Entre los afios cuarentas y los setentas los cultivos celulares pasaron a tener un importante papel
en el aislamiento y estudio de los virus. Esto presentd un amplio soporte cuando Enders, Weller
& Robbins en 1948, mostraron que el virus de la poliomielitis, tipo 2, podria replicarse en cultivo
de tejidos de origen no nervioso de embriones humanos, determinando un efecto
citopatogénico facilmente observable en cultivos infectados. Asimismo, podria ser bloqueado por
el uso de un suero-inmune especifico (Freshney, 2011). Actualmente, las neoplasias malignas, o
cancer, representan un conjunto de enfermedades responsables de siete millones de muertes
anuales en todo el mundo. La comprension de los mecanismos basicos involucrados en el
crecimiento tumoral es fundamental para el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas,
especialmente para las formas mas avanzadas de la enfermedad para las cuales las opciones
actuales han mostrado impacto limitado en su eficiencia terapéutica. A pesar de que el cancer
generalmente se deriva de una clona, el proceso de proliferacion, diferenciacion vy
transformacion tumoral promueve considerable diversidad genética entre las células neoplasicas
en crecimiento. Estas células son sometidas a innumerables mecanismos de presion selectiva,
incluyendo la hipoxia por vascularizacidn inadecuada y, probablemente, el ataque por el sistema
inmune. La secuencia de eventos, desde la primera célula alterada hasta la metdstasis, involucra
una serie de interacciones entre la célula tumoral y células inmunes, estromales, endoteliales y
macrofagos que estan involucradas en procesos diversos cuanto la angiogénesis, invasidon y
evasion inmune. Recientemente, la comprension sobre la relacién entre inmunidad en neoplasias
avanzo a partir de nuevas herramientas para los estudios experimentales, y abre un area de
atencion que es la inmunomodulacion.

Las técnicas de cultivo celular se han perfeccionado, actualmente permitiendo el cultivo de
tejidos, organos e inclusive embriones en desarrollo, los sistemas de cultivo celular son
ampliamente usados, ya que:

e  Constituyen un sistema econdmico

e Son relativamente faciles de mantener

*  Necesitan de poco espacio fisico

e Permiten aislar virus, preparar antigenos virales y realizar pruebas de neutralizacion

* Son convenientes para la produccién de vacunas, pues proporcionan preparaciones con
elevadas concentraciones virales, relativamente libres de materiales extrafos

e Permiten aislar gran ndmero de virus que anteriormente era imposible aislar y/o
cultivarlos

* Incrementan la complejidad de los estudios o estrategias experimentales sobre la
biologia molecular de las respuestas celulares basicas.

Los resultados en este proceso son de grande interés bioldgico, citoldgico, fisioldgico,
bioquimico, farmacolégico, patoldgico, genético, etc, y su importancia aumenta cada dia. El uso
de los cultivos celulares con fines experimentales ha sido posible gracias a la creacién de bancos
de células que es posible mantener congeladas en nitrégeno liquido (-190°C), almacenando asi
una gran diversidad de lineas celulares a disposicién de la comunidad cientifica mundial. Dichas
poblaciones celulares pueden verse favorecidas en su estudio por varios tipos de técnicas de
cultivo celulares que se han descrito.
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1.4. Técnicas de cultivo celular

Los organismos multicelulares se originan del évulo fecundado, a partir del cual las células, por
procesos de diferenciacion, originan tejidos y drganos que ejecutan diferentes funciones
especificas. Estos diferentes tipos de células pueden ser identificados por caracteristicas
morfoldgicas en el organismo entero, sin embargo, cuando se realiza cultivo celular de esas
poblaciones estas diferencias generalmente desaparecen (Bird & Forrester, 1981), lo que se
conoce como cultivos primarios de células dispersas los cuales se pueden generar de
practicamente cualquier tejido. Los diferentes tipos de cultivos celulares se encuentran descritos

en la Tabla 1.
Tipos Origen
. Cuando el cultivo proviene de células que han sido disgregadas de un tejido original
Cultivo . ; L e L
. . tomado de un érgano de un animal recién sacrificado o de muestras de biopsia o
primario . S
procedimientos quirdrgicos.
B Cuando cultivos primarios son sometidos a procesos de transformacion, que les
Lineas . . e S . .
confieren capacidad ilimitada de multiplicacion. Particularmente, se realiza una
celulares L .
seleccién clonal para su establecimiento.
Cultivos Cuando de un cultivo primario se obtiene una poblacion proliferante que es posible

Secundarios

propagar in vitro por pases adicionales. Por lo regular es heterogéneo.

Cocultivos

Cuando en el cultivo coexisten dos tipos de células de linajes diferentes.

Tabla 1. Tipos de Cultivos Celulares

Entre las varias técnicas de cultivo celular existentes las mas usadas son:

¢ Cultivo en monocapa

e Cultivo en suspension

e Cultivo en suspensién de células adheridas a particulas (microcargadores) (Figura 2).
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Figura 2. Tipos de cultivos celulares. Es posible a partir de tejidos embrionarios, fetales o del
adulto aislar células de cualquier tejido. Bajo condiciones adecuadas de crecimiento es
posible que in vitro se induzca su proliferacion o diferenciacion. Dichas poblaciones
celulares pueden ser empleadas para analizar las diferentes respuestas celulares bdsicas,
evaluar asi factores que pueden ser empleados para identificar nuevos compuestos con
accion selectiva sobre estirpes celulares especificas, estos cultivos se les denomina
primarios. Bajo condiciones especiales se puede inducir la transformacion de algunas
células, se pueden propagar de manera clonal y establecer con ello una linea celular, la cual
guarda las caracteristicas del tejido de origen. Contar con poblaciones homogéneas es
clave para realizar estudios Bioquimicos. Las lineas a su vez pueden ser propagadas de
manera indefinida en monocapa o en suspension

Cultivos en monocapa

La propagacion in vitro de las células permite la formacién de una monocapa que cubrird la
superficie de crecimiento hasta llegar a confluencia (es decir cubrir totalmente la caja) lo que
hace que su proliferacion sea inhibida cuando establecen contacto entre si. Las células
provenientes de cultivos primarios son las que mejor crecen en ésta condicién, dada su
estabilidad genética y su naturaleza diploide. Estos tipos de cultivos son estacionarios y pueden
crecer en cajas de Petri, frascos para el cultivo de tejido tipo Roux, entre otros, que pueden ser
de material de plastico o de vidrio previamente tratados. El desprendimiento para transferirlas a
superficies mayores se realizan con agentes proteoliticos como la tripsina, dispasa o colagenasa.
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Cultivos en suspension

Las células provenientes de cultivos primarios se adhieren a superficies eficientemente, pero
tienen la propiedad de mantenerse en una fase estacionaria cuando llegan a confluencia o
cuando son fenotipos terminales. Es posible crecerlas en suspension, después de un periodo de
adaptacion es posible que proliferen. El cultivo en suspensién es deseable cuando los productos
gue se pretende caracterizar o aislar son intracelulares o cuando se presentan problemas con la
capacidad de adhesién de algunas células. Este tipo de cultivo permite una reducida
manipulacidn cuando se trata de producir cultivos a una mayor escala de operacion.

Cultivo en suspension de células adheridas a microcargadores

Para este tipo de técnica se requiere de una combinacion de moléculas cargadas positivamente y
un factor de adherencia celular los cuales deben estar enlazados a la superficie de un soporte
para su cultivo en un biorreactor, lo que permite mejorar la adhesién celular y estabilizar el
crecimiento de las células. En la Tabla 2 se encuentran descritas las ventajas y desventajas de los
cultivos celulares.

Ventajas

Desventajas

Control fisicoquimico: pH, temperatura,
presién osmotica, tension de oxigeno y
gas carbdnico para las células cultivadas
y, las condiciones fisiolégicas que deben
ser constantes.

Las técnicas de cultivo celular necesitan una estricta
condicion de asepsia, pues estas células crecen con
menor velocidad cuando se comparan con la mayoria
de los contaminantes bioldgicos como las bacterias, los
mohos y las levaduras.

Para el desarrollo de la mayoria de las
lineas celulares se requiere la adicion al
medio de hormonas y otras sustancias
reguladoras (Borg, Spitz, Hamel & Mark,
1985).

Las células procedentes de organismos multicelulares
no pueden desarrollarse en medios de cultivo sin
suplementos (Stoklosowa, Lesko, Kusina & Galas,
1995).

Los cultivos de células permiten el uso
de una baja y definida concentracidn de
reactivos.

Los costos de propagar células eucariotas en cultivo
son mayores que el uso de tejido animal, ya que se
invierte bastante en ensayos o procedimientos
preparativos que pueden ayudar en la estandarizacién
del proceso (Brand, 1997).

Aungue los estudios in vivo resulten mas
econdmicos que los in vitro, el uso de la
experimentacién en animales resulta
cuestionada por aspectos legales,
morales y éticos (Stoklosowa et al.,
1995).

En los cultivos celulares se dificulta correlacionar las
caracteristicas funcionales de las células ubicadas en el
tejido del cual son derivadas, pues en la mayoria de los
casos presentan propiedades muy diferentes; se
necesita la utilizacién de marcadores celulares para la
caracterizacion en cultivo y garantizar que las células
aisladas y propagadas en cultivo son las mismas que se
sembraron (Driscoll, Steinkampf, Paradiso, Kowal &
Klohs, 1996).

Tabla 2. Ventajas y desventajas del cultivo celular
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Uso de los cultivos celulares: Los cultivos celulares son utilizados en un gran nimero de ensayos:

*  Para el estudio de células de tejidos especificos, conocer cémo crecen, qué necesitan
para su crecimiento, como y cuando dejan de crecer.

* Para investigaciones sobre el ciclo celular, el control del crecimiento de células
tumorales y la modulacién de la expresidn genética.

*  Para los estudios de la biologia del desarrollo y la diferenciacién celular.
*  Paralainsercion de genes extrafios en las células receptoras (animales transgénicos).

*  Para la tecnologia de la fusién celular y los ensayos de citotoxicidad son técnicas de
cultivo celular.

2. Ciclo Celular

2.1. Fases del ciclo celular

La divisién celular generalmente comienza con la duplicacion del contenido celular y
posteriormente con la distribucidn del contenido celular en las dos células hijas. La duplicacion
de los cromosomas se produce durante la fase S del ciclo celular, mientras que la mayoria de
otros componentes celulares se sintetizan continuamente durante todo el ciclo. Durante la
fase M, los cromosomas que se replican son segregados en los nucleos individuales (mitosis), y
después la célula se divide en dos (citocinesis). Las fases S y M, estan separadas por periodos de
tiempo llamados G1 y G2, cada una de las etapas se regulan por sefales intracelulares y extra-
celulares que son necesarias para la progresion del ciclo celular (ver figura 3). Durante la
evolucién se han conservado de manera importante tanto la organizacién del ciclo celular como
su control. Como lo reflejan, los estudios de una amplia gama de sistemas celulares que han
dado lugar a una visiéon unificada del control del ciclo celular eucarionte (Alberts, Johnson, Lewis,
Raff, Roberts & Walter, 2008).

La funcién basica del ciclo celular es duplicar con alta precisién el ADN contenido en los
cromosomas y luego separar las copias en dos células hijas genéticamente idénticas. Estos
procesos definen las dos fases principales del ciclo celular, la fase S y la fase M. La duplicacién de
los cromosomas se realiza durante la fase S (S por sintesis), evento que requiere de
aproximadamente entre 10-12 horas y ocupa la mitad del tiempo del ciclo celular en una célula
tipica de mamifero. Posterior a la fase S, tanto la segregacién cromosdmica como la division
celular se producen en mucho menor tiempo (menos de una hora en células de mamifero) y se
denomina fase M (M de mitosis).

La mayoria de las células requieren mucho mas tiempo para crecer, duplicar su masa de
proteinas y sus organelos que el que se requiere para duplicar sus cromosomas y por lo tanto
dividirse. Una estrategia que la mayoria de las células presentan para regular el tiempo de
crecimiento es implementar fases intermedias. La fase G1, que se observa entre la fase M y la
fase S; y la fase G2 que se encuentra entre la fase S y la mitosis se denominan fases intermedias.
Es decir, el ciclo celular eucarionte se divide tradicionalmente en cuatro fases secuenciales: G1, S,
G2 y M (Figura 3). Por ejemplo, en cultivos de células humanas que se encuentran en
proliferacidn, la interfase puede ocupar hasta 23 horas durante todo el ciclo celular, dejando una
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hora para la fase M. Las dos fases intermedias representan retrasos de tiempo para permitir el
crecimiento celular. Estas interfases también proveen tiempo para que la célula realice el
monitoreo tanto del ambiente interno como el externo, y de ese modo, se garanticen las
condiciones adecuadas para los preparativos metabdlicos necesarios antes de que la célula se
vea comprometida a realizar las fases S y mitosis.

Mitosis

M

(Gap)Gz

G, (Gap)

3 x
Sintesis de ADN s
Inicio
Figura 3. Representacion esquemdtica de las etapas del ciclo celular. El ciclo celular estd
constituido por 4 etapas G1 en donde la célula de acuerdo a la concentracion de
nutrientes y factores troficos establece el compromiso de dividirse, lo cual le permite
pasar por el punto de restriccion o inicio; S, periodo de tiempo en el cual la célula replica
su informacion genética; G2 periodo en donde se verifica que el ADN no presente
errores, se cuente con el crecimiento suficiente y se prepare para la division celular; y
M, etapa final en donde se realiza la segregacion de las cromdtidas hermanas y se
realiza la citocinesis o division celular. Pasando nuevamente a la etapa de G1, que de
mantenerse las condiciones mantiene las condiciones de proliferacion

2.2. Reguladores del ciclo celular

Algunas de las caracteristicas del ciclo celular, incluyendo el tiempo requerido para completar
ciertos eventos, varian mucho de un tipo de célula a otro, inclusive en el mismo organismo. Sin
embargo, la organizacion basica del ciclo es esencialmente la misma en todas las células
eucariontes, de tal forma, que parecen utilizar una maquinaria con mecanismos de control
similares para accionar y regular la mayoria de los eventos en el ciclo celular.
Sorprendentemente, las proteinas del sistema de control del ciclo celular presentan un alto
grado de conservacion a lo largo de la evolucidn, por ejemplo, cuando se transfiere la maquinaria
de una célula humana a una célula de levadura, esta ultima funciona a la perfeccidn. Estos
hallazgos sugieren que se puede estudiar el ciclo celular y su regulacién en una variedad de
organismos y utilizar los resultados de todos ellos para mostrar una imagen unificada de cdmo se
dividen las células eucariontes. (Ver figura 4).
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Figura 4. Diagrama representativo de los principales puntos de control del ciclo
celular. El ciclo celular es controlado de manera muy precisa, existe una maquinaria ge
permite ir verificando en cada fase la progresion adecuada. El dispositivo de regulacion es
una cinasa dependiente de ciclinas. Existen dos tipos de ciclinas, las ciclinas de G1 y las
ciclinas de Mitosis, reciben el nombre de la etapa en la cual son mds activas. Las ciclinas
son degradadas para inactivar el complejo. Cdk, Cinasa dependiente de ciclina; SPF Factor
promotor de la sintesis de ADN; MPF, Factor promotor de la mitosis

Fase S

Los cromosomas lineales de células eucariontes forman grandes complejos de ADN y proteinas,
por lo que el proceso de duplicacion es dindmico. No sélo la extensa molécula de ADN de cada
cromosoma se debe duplicar con alta precision, sino que también las proteinas que empaquetan
y rodean cada region de ADN deben ser reproducidas, asegurando que las células hijas hereden
todas las caracteristicas de la estructura del cromosoma de la célula parental. El evento central
de la duplicacién de un cromosoma es la replicacion del ADN. Una célula debe resolver dos
problemas al iniciar y completar la replicacion del ADN. En primer lugar, la replicacién debe ser
con extrema precisidn para minimizar el riesgo de mutaciones en la generacion de la siguiente
célula. En segundo lugar, cada nucledtido en el genoma debe copiarse estrictamente sdlo una
vez, para asi evitar los efectos perjudiciales de la amplificacién de genes. La replicacién del ADN
inicia en los origenes de replicacién dispersos en numerosos sitios en cada cromosoma (Alberts
et al.,, 2008).

Durante la fase S, la iniciacién de la replicacién del ADN se produce en estos origenes cuando
proteinas especializadas (proteinas iniciadoras) separan la doble hélice en el origen para dar
lugar a que enzimas de replicacidn se unan al ADN de cadena sencilla. Esto conduce a la fase de
elongacion de la replicacién, cuando la maquinaria de replicacién se mueve hacia fuera del
origen en las horquillas de replicacion.

Para asegurar que la duplicacién cromosdmica ocurre sélo una vez por ciclo celular, la fase de
iniciacién de la replicacion del ADN se divide en dos pasos distintos que se producen en

diferentes momentos en el ciclo celular. El primer paso se da en mitosis tardia y G1 temprana,
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cuando el complejo de proteinas iniciadoras, llamado el complejo pre-replicativo o pre-RC, se
ensambla en los origenes de replicacion. El segundo paso se produce al inicio de la fase S,
cuando los componentes de la pre-RC se congregan para formar un complejo de proteinas mas
grande, llamado el complejo de pre-iniciacién. Este complejo, entonces separa la hélice de ADN y
permite que la ADN polimerasa y otras enzimas de replicacion interactien sobre las hebras del
ADN, lo que da inicio la sintesis de ADN. Una vez que el origen de replicacidn se ha activado, el
pre-RC se desmantela y no puede ser vuelto a ensamblar, hasta la siguiente etapa de G1. Como
resultado los origenes de replicacion sélo se activan una vez por cada ciclo celular.

Mitosis

La mitosis es un proceso que resulta en la division de conjuntos duplicados de cromosomas y
dos células hijas genéticamente idénticas. Desde un punto de vista de regulacidén la mitosis
puede ser vista en dos eventos principales gobernadas por elementos diferentes de la
regulacion en el ciclo celular. El primer evento consiste en un incremento considerable de
proteinas cinasas en la interfase G2/M. La segunda parte comienza en la transicion de la
metafase hacia la anafase, cuando el complejo promotor de la anafase (APC del inglés
Anaphase Promoting Complex) activa la degradacién de las securinas que liberan una proteasa
gue rompe las cohesinas e inicia la separacion de las cromatidas hermanas. El APC también
activa la degradacion de las ciclinas lo cual permite la inactivacion de Cdks y la defosforilacidon
de los Cdks que son necesarios para todos los eventos de fase M tardia, inclusive la
culminacion de la anafase, el desensamble de huso mitético y la division de la célula mediante
la citocinesis (Alberts et al., 2008).

Citocinesis

El paso final del ciclo celular es la citocinesis, que se refiere a la division del citoplasma. En una
célula tipica la citocinesis acompafa cada proceso de mitosis, aunque en algunas células tales
como las células de la placenta y las células del musculo, el proceso de mitosis se realiza sin
citocinesis y por lo tanto adquieren multiples ntcleos. En muchas células animales, el proceso de
citocinesis comienza en la anafase y termina poco después de que se completa la mitosis en
telofase (Alberts et al., 2008).

El primer cambio visible de citocinesis en células animales es la repentina aparicién de un pliegue
denominado surco de division sobre la superficie de la célula. El surco rdpidamente se
profundiza y se dispersa alrededor de la célula hasta que se divide completamente en dos. La
estructura que subyace a este proceso es el anillo contractil. El anillo contractil es un complejo
dindmico compuesto de filamentos de actina, filamentos de miosina Il y proteinas estructurales y
reguladoras. Posteriormente el anillo se contrae gradualmente e inserta nuevas membranas
adyacentes al anillo. Esta adicion de membrana compensa el incremento del area de superficie
que acompana la divisidon citoplasmatica. Cuando la contraccidn del anillo se completa, la
insercion y la fusidon de la membrana sella la interfase entre las células hijas. En resumen, se
puede considerar que la citocinesis se realiza en cuatro etapas principalmente; i) iniciacion, ii)
contraccion, iii) insercion de membrana y iv) terminacion.
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2.3. Blancos potenciales de péptidos bioactivos con efectos antiproliferativos

Los péptidos bioactivos se definen como proteinas (que se sintetizan de manera natural o son
producto de modificaciones enzimaticas) que presentan un impacto positivo o negativo en las
funciones celulares, es decir modulan la fisiologia celular a través de interacciones a
receptores especificos en células blanco (Madureira, Tavares, Gomes, Pintado & Malcata,
2010). Desde el punto de vista de sus propiedades funcionales, los péptidos bioactivos se
clasifican en: antiproliferativos, antimicrobianos, antitromboticos, antihipertensivos, opioides,
inmunomoduladores y antioxidantes (Ratajczak, Kim, Abdel-Latif, Schneider, Kucia, Morris et
al., 2012). Estos péptidos juegan un papel importante en la salud humana y su estudio resulta
relevante. Asi lo revela el desarrollo y disponibilidad de bases de datos con informacidn
biolégica de diversas fuentes a gran escala (PIR, http://pir.georgetown.edu/; GeneBank,
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/; Swiss-Prot, http://www.ebi.ac.uk/uniprot/; y SMS,
http://cluster.physics.iisc.ernet.in/sms/) (Ravella, Kumar, Sherlin, Shankar, Vaishnavi, & Sekar,
2012; The UniProt Consortium, 2013) que han puesto de manifiesto la importancia de estas
moléculas, las cuales en su gran mayoria ain no se ha asociado una funcién especifica, por lo
que es importante su caracterizacion tanto in vivo como in vitro para un mayor entendimiento
de sus propiedades (Silano & De Vincenzi, 1999). Conocer los mecanismos regulatorios
intrinsecos de los procesos celulares permite proponer posibles moléculas blanco para los
efectos observados por péptidos bioactivos.

2.4. Puntos de Control del ciclo celular

Muchas de las proteinas y complejos relacionados con el control del ciclo celular son blanco de
péptidos bioactivos. A continuacién se aborda brevemente algunos puntos de control y papel de
sus complejos proteicos que sobresalen como actores principales. El sistema de control del ciclo
celular desencadena los eventos del ciclo celular y se asegura de que estos eventos se coordinen
correctamente y se realicen en el orden correcto. El sistema de control responde a distintas
sefiales intracelulares y extra-celulares, detiene el ciclo celular, ya sea cuando se detecta una falla
en el ambiente intracelular para completar un proceso esencial del ciclo celular o la célula
encuentra condiciones extra-celulares desfavorables, una vez que son cubiertos los
requerimientos se prosigue su avance (Alberts et al., 2008).

Los componentes centrales del sistema de control del ciclo celular son las proteinas cinasas
acopladas a ciclinas (Cdks del inglés Cyclin Dependent Kinase). Las oscilaciones en las actividades
de diversos complejos de ciclina-Cdk controlan los eventos del ciclo celular. De esta manera, la
fase S se inicia con la activacién de los complejos denominados fase S-ciclina-Cdk (S-Cdk),
mientras los complejos denominados fase-M-ciclina-Cdk (M-Cdk) activan la mitosis. Los
mecanismos que controlan la actividad de los complejos de ciclina-Cdk incluyen la fosforilacion
de la subunidad Cdk, evento que provoca la unién de proteinas inhibidoras de Cdk (CKls), asi
como la protedlisis de las ciclinas, y cambios en la transcripcién de genes que codifican para los
reguladores de Cdk. El sistema de control del ciclo celular también depende especificamente de
dos complejos enzimaticos adicionales, el APC y la ligasa de ubiquitina-SCF, las cuales catalizan la
ubiquitinacion para la posterior degradacion de proteinas reguladoras que controlan eventos
criticos en el ciclo celular.
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Todos estos procesos se encuentran finamente regulados para dar lugar al tamafio de un érgano
u organismo que depende principalmente de su masa celular total. Los drganos y el tamafio del
cuerpo se encuentran determinados por tres procesos fundamentales: crecimiento celular,
divisidn celular y muerte celular. Cada uno de estos procesos esta finamente regulado tanto por
sefiales intracelulares como extra-celulares. Las moléculas que funcionan como sefiales extra-
celulares que regulan el tamafio y nimero celular son generalmente de naturaleza soluble y
secretables, aun que también hay componentes de la matriz extra-celular que también se
encuentran presentes. Los efectores extra-celulares pueden dividirse en tres grupos
principalmente: i) mitdgenos o de proliferacion, ii) factores de crecimiento y iii) factores de
supervivencia. En el primer caso, estas proteinas estimulan la divisién celular, principalmente
activando proteinas de la fase G1/S-Cdk que libera el control intracelular negativo, que de otra
manera bloquearia el progreso hacia el ciclo celular. La estimulaciéon del crecimiento celular
(incremento de la masa celular) se promueve por la sintesis de proteinas y otras
macromoléculas, asi como por la inhibicién de su degradacidn, caracterizan el segundo caso;
mientras que el tercer grupo se caracteriza por promover la supervivencia celular suprimiendo la
muerte celular programada o apoptosis (Figura 4).

En animales multicelulares, el tamafio, la division y la muerte celular son celosamente
controlados para asegurar que el organismo y sus drganos logren y mantengan un tamafio
apropiado. En las células eucariontes el sistema de control del ciclo celular desencadena la
progresion del ciclo celular en tres puntos de control principales. El primero de ellos es el de
inicio (o el punto de restriccion) en G1 tardio, en él se establece el compromiso para entrar al
ciclo celular dar inicio a la duplicacion de la informacién genética, como se menciond
anteriormente. El segundo es el punto de control de G2/M, donde el sistema activa los eventos
tempranos mitéticos que conducen a la alineacion de los cromosomas en la regidn ecuatorial
del huso mitdtico en la metafase. El tercero es la transiciéon de metafase a anafase, donde el
sistema de control estimula la separacion de las cromatidas hermanas para su migracién a los
polos, lo que lleva a la realizacidn de la mitosis y citocinesis. El sistema de control funciona en
bloques, de esta manera la progresion a través de cada uno de estos puntos de control sirve
para detectar problemas en el interior o fuera de la célula. Si el sistema de control detecta
problemas en la terminacion de la replicacién del ADN, se mantiene a la célula en el punto de
control G2/M hasta que esos problemas se resuelven. Del mismo modo, si las condiciones
extra-celulares no son apropiadas para la proliferacién celular, el sistema de control bloquea la
progresidon desde el inicio, lo que impide la division celular hasta que las condiciones sean
favorables.

Muchos descubrimientos importantes sobre el control del ciclo celular y el efecto de moléculas
bioactivas incluyendo los péptidos, se han puesto de manifiesto por la busqueda sistematica de
mutaciones (al principio en levaduras y posteriormente en células en cultivo) que inactiven los
genes que codifican para los componentes esenciales del sistema de control del ciclo celular.
Especificamente, los genes afectados por algunas de estas mutaciones o por la accién de
compuestos bioactivos se conocen como genes relacionados al ciclo de divisidn celular, o genes
CDC del inglés “Cell Division Cycle”. Muchas de las mutaciones en los genes CDC provocan que las
células se detengan en un punto especifico en el ciclo celular, lo que sugiere que el producto del
gen normal se requiere para proseguir el ciclo celular a la siguiente etapa. Una mutante que no
puede completar el ciclo celular no se puede propagar. Por lo tanto, los mutantes CDC pueden
ser seleccionadas y mantenidas sélo si su fenotipo es condicional. Un ejemplo de las mutaciones
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condicionales del ciclo celular son las que manifiestan sensibilidad a la temperatura, de esta
manera la proteina mutante no funciona a altas temperaturas, pero funciona lo suficientemente
bien como para permitir que la célula se divida a bajas temperaturas. Una mutante sensible a la
temperatura CDC se puede propagar a una temperatura baja (condicidon permisiva), para luego
ser sometida a condiciones de temperatura elevada (condicidn restrictiva) para desactivar la
funcién del gen mutante. Otro ejemplo que ilustra la actividad biolégica de péptidos en el control
celular es la geodiamolida H que se obtiene de la esponja brasilefia Geodia. Este péptido con
actividad antiproliferativa actta a nivel de la alteracion de la actina del citoesqueleto en células
de cancer de mama (Rangel, Prado, Konno, Naoki, Freitas & Machado-Santelli, 2006). Otro
ejemplo, es la mollamida, este ciclodepsipéptido se obtiene de la ascidia Didemnum molle, y se
ha demostrado su actividad antiproliferativa en lineas celulares tales como la P388 (linea celular
de leucemia murina), la A549 (carcinoma de pulmdn humano) y la HT29 (carcinoma de colon
humano) (Donia, Wang, Dunbar, Desai, Patny, Avery et al., 2008).

Avances en el area de la gendmica combinados con la biosintesis podrian representar una
estrategia para la produccidon de péptidos naturales de diferentes fuentes. Una alternativa
atractiva la presentan los avances en el campo de la protedmica y la metaboldmica donde sin
lugar a dudas, se obtendra un alto impacto en la identificacion y produccién de péptidos como
agentes bioldgicos que afecten la actividad de proteinas o genes involucrados en el ciclo celular.
Como se menciond al inicio, identificar la secuencia de ADN o ARN o proteinas relacionadas y
predecir su funcién como péptidos bioactivos, junto con su produccién y aplicacién como
agentes terapéuticos representa un reto sin precedentes.

2.5. Bioensayos para el analisis de proliferacion celular

La evaluacion rapida y precisa del numero de células viables y la proliferacion celular es un
requisito indispensable en muchas situaciones experimentales que implican tanto estudios
in vitro como in vivo. Ejemplos de utilidad para la determinacién del numero de células son: el
andlisis de la actividad del factor de crecimiento, las pruebas de lotes de suero, la deteccion de
drogas, y la determinacidn del potencial citostatico de compuestos contra el cancer en pruebas
toxicolodgicas. En este tipo de estudios toxicoldgicos, técnicas de ensayo in vitro son muy Utiles
para evaluar los efectos citotdxicos, mutagénicos y carcinogénicos de los compuestos quimicos
en las células humanas. (Evans, Madhunapantula, Robertson & Drabick, 2013).

Por lo general, uno de los dos pardmetros que se usa para medir la salud de las células: es la
viabilidad celular o la proliferacidn celular. En casi todos los casos, estos parametros se miden por
el ensayo de "funciones vitales" que son caracteristicas de las células sanas.

La proliferacion celular es la medida del numero de células que se dividen en un cultivo. Una
forma de medir este pardmetro es mediante la realizacidon de ensayos por clonacién (Bayraktar
& Rocha-Lima, 2012). En estos ensayos, un nimero definido de células se siembran en una
matriz apropiada y el nimero de colonias que se forman después de un periodo de
crecimiento se enumeran. Uno de los inconvenientes de este tipo de técnica son: que no es
practica para un gran nimero de muestras. Ademas, si las células se dividen solo unas pocas
veces, y luego se convierten en quiescentes, las colonias pueden ser demasiado pequeiias para
ser contadas y el numero de células que se dividen pueden ser subestimadas.
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Alternativamente, se puede establecer curvas de crecimiento, que tienen el inconveniente de
requerir de mucho tiempo.

La cantidad de precursor marcado que se incorpora en el ADN se cuantifica al evaluar la cantidad
de ADN total marcado en una poblacién, o mediante la deteccion de los nucleos marcado
microscopicamente. La incorporacion del precursor marcado en el ADN es directamente
proporcional a la cantidad de division celular que ocurre en el cultivo. La proliferacién celular
también puede medirse utilizando parametros indirectos. En estas técnicas, se mide la actividad
de las moléculas que regulan el ciclo celular (por ejemplo, ensayos de la actividad de cinasa
presente en el complejo CDK) o mediante la cuantificacion de sus cantidades (por ejemplo:
Western blot, ELISA o inmunohistoquimica).

Los métodos para evaluar el proceso de proliferacion celular incluyen la deteccién de antigenos
de proliferacién asociados por inmunohistoquimica, la cuantificaciéon de la sintesis de ADN
mediante la medicion de timidina tritiada (3H-timidina), bromodesoxiuridina (BrdU), la captacion
de tincion de yoduro de propidio, la cuantificacidon de la reduccion del ambiente intracelular
mediante la sal de tetrazolio, la reduccion del Alamar Blue y cuantificacidon de la concentracion
de ATP intracelular.

Incorporacion de 3H-timidina

Histéricamente, los investigadores han utilizado la incorporacion de 3H-timidina como una
medida de la proliferacién celular. Este método requiere la incubacién de las células con
3H-timidina durante 16-24 horas después del tratamiento con los compuestos o factores de
crecimiento o la muestra de prueba. Durante esta incubacidn, la 3H-timidina se incorpora en el
ADN recién sintetizado. La 3H-timidina incorporada se suele cuantificar mediante un contador de
centelleo de las células marcadas colectadas por aspiracion sobre filtros de membrana. Dado que
sélo las células que proliferan incorporan 3H-timidina, este método es un indicador preciso de la
sintesis de ADN y representa un estandar adecuado para medir la proliferacion celular (Zolnai,
Toth, Wilson & Frenyd, 1998).

Incorporacion bromodesoxiuridina

Asi como la 3H-timidina, el 5-bromo-2'-desoxiuridina (BrdU) se incorpora al ADN que se sintetiza
y proporciona una medida de la proliferacion celular (deFazio, Leary, Hedley, & Tattersall, 1987).
La incorporacion de BrdU se detecta por un método indirecto, cominmente con un anticuerpo
especifico anti BrdU conjugado a un sistema reportero tal como un fluorocromo o una enzima
adecuada para el uso en inmunohistoquimica, inmunocitoquimica, en ELISA de células y analisis
de citometria de flujo (Holm, Thomsen, Hgyer & Hokland, 1998). Como con 3H-timidina, el uso
de BrdU requiere un procesamiento extenso de las muestras.

Tincién con yoduro de propidio

Este método se basa en el hecho de que el yoduro de propidio se une al ADN, entonces la
cuantificacion del contenido de ADN en las células son una medida de la proliferaciéon celular. Las
células se lisan mediante un ciclo de congelacidon-descongelacién en presencia de yoduro de

propidio 1%. Un lector de placa mide la intensidad de fluorescencia, la sefial es directamente
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proporcional al contenido de ADN en las muestras. Los valores de contenido de ADN mayor que
los controles indican la proliferacion mientras que los cultivos con valores por debajo del
contenido de ADN indican valores de citotoxicidad (Grossman, Watson & Vinograd, 1974). Este
ensayo tiene varias ventajas ya que puede ser utilizados tanto para las células en suspension
COMO una monocapa, que no requiere tratamiento excesivo de la muestra, es mds barato y mas
rapido en comparacion con los métodos que utilizan 3H-timidina y ensayos de incorporacién de
BrdU (Brown, Lim, Leonard, Lim, Chia, Verma et al., 2010).

Antigeno PCNA

El antigeno nuclear de células en proliferacion (PCNA del inglés Proliferating Cell Nuclear
Antigen) se identificé originalmente por inmunofluorescencia como una proteina nuclear cuya
presencia correlaciona con el estado de proliferacion de la célula. El PCNA se localiza por
hibridacién in situ en el brazo corto del cromosoma 20 de humano, con un pico de granos
sobre la banda 20p13. El gen que codifica para el PCNA estd presente como una copia Unica y
tiene 6 exones y presenta una longitud de 4,961 pb. El PCNA controla la cohesién de la
cromatida hermana de durante la fase S (Hall, Levison, Woods, Yu, Kellock, Watkins, et al.,
1990).

Antigeno Ki-67

La medicion de la tasa de expresidon del antigeno Ki-67 es uno de los métodos mas usados para
determinar el indice de proliferacidn, lo que permite correlacionar la tasa proliferativa tumoral
con variables clinico-patoldgicas (Reuschenbach, Seiz, von Knebel-Doeberitz, Vinokurova, Duwe,
Ridder et al., 2012). El anticuerpo monoclonal anti-Ki-67 detecta un antigeno nuclear humano
que se expresa en células que se encuentran en las fases “activas” del ciclo celular, es decir, en
las fases G2, S, M y en la parte ulterior al umbral mitogénico, no siendo detectable en la fase
preumbral (fase G1c) o para algunos fase GO o de reposo del ciclo (Schliter, Duchrow,
Wohlenberg, Becker, Key, Flad. et al., 1993). La naturaleza exacta de este antigeno nuclear se
desconoce aunque se ha establecido similitud con ADN polimerasa. Este antigeno es codificado
por un gen localizado en el brazo largo del cromosoma 10 (10g25). La expresion de Ki-67 se
correlaciona con otros indices de proliferacion celular, tales como la medicion de la fraccion
S + G2M mediante citometria de flujo, e incorporacién de timidina tritiada y bromodeoxiuridina
(Duchrow, Schliter, Key, Kubbutat, Wohlenberg, Flad et al., 1995). Este parece ser uno de los
pocos marcadores de proliferacién celular que se correlaciona con prondstico y estadio del
tumor. De este modo tenemos que altos indices de marcacion con Ki-67 se correlacionan con
mayor posibilidad de metastasis en tumores incipientes ademas de peor prondstico en pacientes
con tumores avanzados.

Citometria de flujo

La citometria de flujo (CMF) es una técnica de analisis celular multipardmetrico cuyo fundamento
se basa en el flujo de una suspension de particulas (generalmente células). Esta técnica mide la
dispersidn de la luz y fluorescencia que poseen las células cuando un haz de luz incide a través de
ellas. La citometria de flujo permite la medida simultanea de multiples caracteristicas fisicas de
una sola célula, como por ejemplo el tamafio o la granularidad (Tenorio-Borroto, Pefiuelas-Rivas,
Vasquez-Chagoyan, Prado-Prado, Garcia-Mera & Gonzdlez-Diaz, 2012) También se usan
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anticuerpos que contienen moléculas fluorescentes acopladas. La fluorescencia que se emite al
ser irradiadas a cierta longitud de onda, se detecta y de esta manera se pueden analizar
poblaciones celulares diferentes (Van Craenenbroeck, Van Craenenbroeck, Van lerssel,
Bruyndonckx, Hoymans, Vrints. et al., 2012). Los pardmetros que tipicamente se miden de forma
simultdnea por cada célula son:

*  Dispersion frontal de la luz (forward scatter), valor proporcional al tamafio celular.

* Dispersion de la luz ortogonal (side scatter), proporcional a la cantidad de estructuras
granulares o complejidad de la célula.

* Intensidades de fluorescencia a diferentes longitudes de onda.

El equipo que realiza la evaluaciéon de la fluorescencia se conoce como citofluorimetro de flujo.
Estas medidas son realizadas mientras las células (particulas) pasan en fila, a una velocidad dada
por segundo, a través del aparato de medida en una corriente de fluido (Wlodkowic, Skommer &
Darzynkiewicz et al., 2012).

3. Evaluacién de citotoxicidad

Los ensayos de citotoxicidad son técnicas de cultivo celular. La toxicidad en tejidos y células se
define como una alteracién de las funciones celulares basicas por efectos toxicos de drogas y
compuestos quimicos. A través de estimulos las células pierden su equilibrio homeostatico, que
puede causar su adaptacion o sufrir un proceso regresivo o morir (Figura 5). En los ultimos afios
se estan empezando a conocer los factores determinantes de la toxicidad en tejidos y células.

Homeostasis

Insulto N

Adaptacion

Figura 5. Esquema de la supervivencia celular. La célula recibe estimulos nocivos que de ser
controlados se adapta, llevando a cabo diversos mecanismos metabdlicos o troficos que le
pueden permitir regresar a su condicion basal en un proceso homeostdtico

La supervivencia celular es dependiente de la capacidad del organismo en sustituir las células
lesionadas o muertas o reparar los tejidos. A partir de un estimulo o lesidn se ejercen respuestas
celulares, que son adaptacidn, degeneracion o muerte celular. La adaptacion puede tener un
caracter fisioldgico si el estimulo agresor es moderado. Las adaptaciones patoldgicas pueden
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tener mecanismos adaptativos propiciando que la célula module su medio ambiente y se adapte,
escapando de las agresiones siendo definido como un cambio morfoldgico resultante de una
lesion no mortal de la célula. Cuando la célula no se adapta, se observa un metabolismo
reducido, consecuentemente su funcidn también serd disminuida, por lo tanto, en este caso se
puede decir que la célula sufrid una alteracién regresiva. Distintos agentes nocivos, al mismo
tiempo que producen dafios, ponen en marcha la reparacién de los tejidos que comprende dos
procesos: a) la regeneracion o sustitucion de las células lesionadas por otras de la misma clase y
b) la sustitucion del tejido conjuntivo llamada fibrosis, el cual lleva a una cicatriz permanente.
Estos dos procesos basicamente de los mismos mecanismos que intervienen en la migracion, la
proliferacion, la diferenciacién celular y las interacciones célula-matriz. Para la supervivencia el
organismo debe ser capaz de sustituir las células lesionadas o muertas y de reparar los tejidos.
Diversos fendmenos sirven para reducir los dafios y también para que las células lesionadas
supervivientes se multipliquen lo suficiente para reemplazar las células muertas. La Figura 5
describe los procesos de insulto, adaptacién y homeostasis.

Cuando las células presentan una respuesta aumentada en consecuencia de la alteracidn sufrida,
se reconoce como una alteracion progresiva, la cual puede ser de cinco tipos: hipertrofia,
hiperplasia, regeneracion, metaplasia y neoplasia. Las alteraciones degenerativas debidas a la
disminucion de la funcion celular son tres respuestas celulares basicas: a) alteraciones del
balance hidro-electrolito o hidrdpica; b) sobrecarga de productos catabdlicos (glucogeno, lipidos
y proteinas) y c) acimulo de productos complejos no degradables: pigmentos, minerales y
sustancias exdgenas.

3.1. Ensayos especificos para citotoxicidad

Entre las pruebas de citotoxicidad in vitro, se puede analizar el comportamiento de las células en
un ambiente controlado, siendo posible evaluar: la inhibicion del crecimiento celular; la
permeabilidad de membrana, la replicacion y la transcripcion del acido ribonucleico, la sintesis
de proteinas, hormonas y enzimas, el metabolismo energético, la transformacién celular, la
mutagénesis y la carcinogénesis, entre otros (Freshney, 2011).

El amplio uso de lineas celulares y su utilizacion para la caracterizacién y desarrollo de
compuestos con actividades sobre sistemas bioldgicos es cada vez mds creciente, por lo que se
hace necesario tener un mayor conocimiento de estos sistemas. Particularmente relevante es
contar con lineas celulares que se encuentren libres de la presencia de contaminantes bioldgicos
como bacterias, hongos, micoplasmas o virus. Por otra parte, se debe conocer su morfologia
natural, mantener una viabilidad alta y determinar su tasa de multiplicacién con lo cual es
posible monitorizar las linea lo que permite confiar en la calidad de los procesos de
almacenamiento prolongado, lo que garantiza contar con sistemas reproducibles (Freshney,
2011).

Los ensayos con células de mamiferos han desempefiado un importante papel para identificar y
caracterizar los potenciales efectos bioldgicos de los agentes quimicos y fisicos que rodean al
hombre, tanto farmacolégicos como tdxicos. Los métodos que emplean lineas inmortalizadas son
los mas generalizados en la actualidad al contar con condiciones de cultivo claramente descritas,
conocer sus propiedades proliferativas e inclusive en algunos casos conocer los mecanismos que
permitieron su transformacion. Las lineas celulares mas utilizadas son: ovario hamster chino
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(CHO), células de rifidn de mono verde (VERO), células de rifidn de recién nacido de hamster
(BHK-21), rifién de conejo (RK), células de cancer cervical (Hela), células de cancer epidermoide
humano (Hep-2). Todas estas lineas son muy utilizadas para analizar citotoxicidad y viabilidad
celular, sin embargo, cada una de ellas son usadas para ensayos especificos ya sea metodoldgicos
(de transfeccion, infeccion, seleccidn) o selectivos de especies o tejido (raton, hamster, humano,
epitelial, mesenquimal, etc.).

Los aspectos importantes de la lesion celular

Mediante un estimulo prolongado nocivo ocasionado por agentes fisicos, quimicos, farmacoldgicos,
infecciosos, reacciones inmunes, defectos genéticos o desequilibrios nutricionales la célula puede
iniciar una serie de eventos que le permiten sobrevivir a estos ya sea una adaptacion conocida por:
atrofia, hipertrofia, hiperplasia y metaplasia o desencadenar una lesidn celular irreversible. La
lesion irreversible esta asociada morfolégicamente a: a) vacuolizacion de las mitocondrias,
b) alteraciones de las membranas celulares, c) incremento del didmetro de los lisosomas y
d) entrada masiva de calcio a la célula. La célula se encuentra imposibilitada para revertir la
difusién mitocondrial tras reperfusion y oxigenacion (ocasionando pérdida de ATP), y a la
instauracion de alteraciones de la funcion de las membranas (lesidon de la membrana celular). La
muerte celular puede ser por necrosis o apoptosis. La necrosis es la suma de cambios
morfoldgicos que siguen a la muerte celular de un tejido u érgano (Figura 6). Es la principal
manifestaciéon de la lesidon celular irreversible, pudiendo observar inicialmente cambios
nucleares, y la contraccidn nuclear progresiva se transforma en una pequefia masa de cromatina
condensada conocida como la picnosis nuclear. Las caracteristicas morfoldgicas de la necrosis se
deben a la desnaturalizacion de las proteinas y la digestidon enzimatica de las células lesionadas.

La apoptosis es un tipo especial de muerte celular: es un proceso activo muy ordenado vy
limitado a la poblacidon afectada, como parte del desarrollo normal la célula responde a
estimulos fisiolégicos y patoldégicos con lo que se determinan patrones reproducibles
relevantes para los eventos morfogenéticos, que se caracterizan por: a) muerte celular
programada de poblaciones celulares especificas en un patron temporal y espacial definido,
b) es un proceso genéticamente controlado, c) muerte de células aisladas y d) sin repercusién
funcional organica. En la apoptosis ocurre la eliminacién selectiva de: células con dafio en el
ADN que no pueden ser reparadas; linfocitos T citotdxicos activados; células auto-reactivas del
sistema inmune y células infectadas.

Existen diferentes metodologias para detectar las lesiones celulares caracteristicas de la
apoptosis. Las técnicas de microscopia Optica mas utilizadas emplean: a) material fijado,
incluido y cortado; b) Diversas Opticas como contraste de fases, hematoxilina-eosina y
inmunocitoquimicas para la deteccidn de caspasas, citocromo C, técnica de TUNEL y c) in vivo:
por la incorporacidon de anexina-V. Las técnicas de microscopia electrénica a través de: a)
fijacion, inclusién, corte y contraste para ultraestructura; b) fijacién, inclusion, corte y
contraste para citoquimica; c) fijacion, inclusidn, corte y contrates para inmunocitoquimica
ultraestructural: deteccién de caspasas, técnica de TUNEL.

49



J.J.Acevedo Ferndndez, J.S.Angeles Chimal, H.M. Rivera, V.L.Petricevich Lépez, N.Y. Nolasco Quintana, D.Y. Colli Magafia,
J.Santa-Olalla Tapia

Cariolisis Picnosis Cariorrexis

Decaimiento nuclear Encogimiento nuclear Fragmentacion nuclear
Disolucion de la El ADN se condensa en Ruptura picndtica de la
cromatina por accion de una  masa encogida membrana nuclear y el
ADNasas y ARNasas. basofilica. nucleo sufre fragmentacion.

Disolucion nuclear

Célula anuclear necrotica

Figura 6. Cambios morfoldgicos de la célula que experimenta muerte por necrosis.
Se indican las caracteristicas microscopicas que se observan cuando a una célula se le
suprime el aporte de irrigacion

Citotoxicidad celular

La citotoxicidad puede ser definida como la capacidad que poseen ciertos compuestos de
producir una alteracion de las funciones celulares basicas que conlleva a un dafio que puede ser
detectado (Repetto, 2002). Para la cuantificacion de la citotoxicidad es necesaria la
implementacion de diferentes tipos de ensayos que se encuentran descritos empleando diversos
métodos y estrategias para realizarlos. Entre los métodos para cuantificar la citotoxicidad de un
compuesto se cuenta con los que miden actividad metabdlica celular y por los que se basan en el
principio de exclusién celular.

Los ensayos que miden la actividad metabdlica utilizan enzimas

Estos métodos para determinar la citotoxicidad de un compuesto incluyen: a) contacto de células
vivas en medio de cultivo y expuestas a cantidades conocidas de los compuestos a ser
analizados; b) incubacidon de las células en diferentes intervalos de tiempos; c) un colorante que
tenga un estado oxidado, un agente transferidor de electrones, un sustrato para la enzima
citoplasmatica, un cofactor para la enzima citoplasmatica; d) la enzima citoplasmatica liberada de
las células muertas a través de la cual se determina la citotoxicidad del compuesto a analizar.

Un buen ejemplo es la enzima lactato deshidrogenasa la cual es empleada en un ensayo
de citotoxicidad de amplio espectro. Esta enzima estd presente normalmente en el
citoplasma de las células vivas y se libera en el medio de cultivo celular al permeabilizarse
la membrana de las células muertas o en vias de hacerlo, que se han visto afectadas por
un agente téxico. Otro método que se basa en la reducciéon metabdlica es a través del uso
del bromuro de 3-(4,5-dimetiltizol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT) realizada por la enzima
mitocondrial succinato-deshidrogenasa. Es un compuesto coloreado de color azul conocido como
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formazan, permitiendo determinar la funcionalidad mitocondrial de las células tratadas. Esto
método ha sido muy utilizado para medir supervivencia y proliferacién celular. La cantidad de
células vivas es proporcional a la cantidad de formazan producido util en ensayos de proliferacién
y citotoxicidad de células eucariotas (Mosmann, 1983; Berridge, Tan, McCoy & Wang, 1996).

Los ensayos basados en el principio de exclusion celular

Estos utilizan sustancias capaces de atravesar la membrana plasmatica y tefiir las células. Durante
el conteo celular se pueden distinguir las células vivas de aquellas que no lo estdn, de manera
que las células vivas presentan la capacidad de excluir el colorante activamente de sus
citoplasmas. Existen descritos en la literatura varios reactivos como por ejemplo Rojo Neutro,
Violeta de Genciana y Azul de Tripano. En el caso del rojo neutro es captado por las células, muy
especificamente por los lisosomas y endosomas, y en la medida que la célula pierda viabilidad
por la accién del compuesto que se analiza se libera al medio el colorante, solamente las células
viables son capaces de retener el colorante en su interior. Se mide seguidamente la cantidad de
rojo neutro que permanece dentro de la célula (Norton, 2000). Otro ensayo de enlazamiento al
azul de Kenacid, en donde se mide el contenido de proteinas totales, a través de la proliferacion
celular (Lodish, Berk, Zipursky, Matsudaira, Baltimore & Darnell, 2007). Cuando una célula es
expuesta a un compuesto capaz de dafiar el crecimiento celular se reduce el nimero de células
presentes en el cultivo tratado comparado con el control. La medicién de la concentracion de
proteinas presentes en el cultivo constituye un indice de toxicidad. Cuando éstas células son
expuestas al colorante azul de kenacid retenido por las células, se cuantifica el porcentaje de
inhibicion del crecimiento celular (Arencibia-Arrebola, Rosario-Fernandez, Curveco-Sanchez,
2003). Otros ensayos que utilizan los indicadores de viabilidad celular, como el azul de Alamar@y
resazurina, permiten detectar crecimiento, viabilidad y susceptibilidad de diferentes compuestos.
La deteccion de las células muertas por el uso de la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, en donde
las células vivas pueden reducir facilmente la resazurina (componente no téxico), y el aumento
de fluorescencia resultante se puede medir con un lector de microplacas o un fluorémetro. Las
células muertas no tienen capacidad metabdlica y no reduciran el colorante.

Ensayo del burst oxidativo usando citometria de flujo: Este ensayo ha sido desarrollado para
monitorear la produccion de especies reactivas de oxigeno (EROs), tal como perdxido de
hidrégeno y aniones superdxidos, de los granulocitos. La capacidad para producir EROs,
fendmeno conocido como burst oxidativo, es critico para la degradacion de material por
granulocitos. El burst oxidativo esta también implicado en dafio inflamatorio de los tejidos. En
estos ensayos, las células son expuestas a la luz fluorescente para censar la produccion de EROs
intracelular. La oxidaciéon del marcador de coloracién de fluorescencia, tal como diacetato de
diclorofluorencia (DCFH-DA) o dihidrorodamina 123 (DHR 123) han sido usados para detectar la
formacién de EROs. Después de la incorporacién las células son expuestas al activador, el cual
estimula la produccién de EROs. La fluorescencia en determinados periodo de tiempo, revela las
cantidades relativas de EROs intracelular producido en la poblacidén. Finalmente, el burst
oxidativo es evaluado con base en la cinética de tiempo usando citometria de flujo.

3.2. Estrés oxidativo: las EROs

En los ultimos afos claramente se ha demostrado que el dafio oxidativo es un factor causal para
el desarrollo de enfermedades humanas. Asi mismo, ha sido claro que agentes antioxidantes son
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capaces de prevenir o disminuir estos procesos patolégicos. El avance de las ciencias basicas ha
permitido comprender el papel que juegan los radicales libres como la causa del dafio ejercido
sobre las macromoléculas biolégicamente relevantes, y ha destacado el papel de los
antioxidantes en la prevencion de dichas alteraciones moleculares. Gran parte del dafo es
consecuencia de un desequilibrio entre las concentraciones de EROs y los mecanismos de
defensa antioxidantes que posee cada célula. Los niveles tisulares de antioxidante se pueden
alterar por la presencia de compuestos que son incorporados en la dieta. Los estudios
epidemioldgicos demuestran que los nutrientes antioxidantes mds importantes son la vitamina E,
la vitamina C y el beta-caroteno, por lo que pueden desempeiar un papel beneficioso en la
prevencion de varias enfermedades crénicas. Por lo tanto se necesita mas investigacion sobre el
impacto de otros compuestos, no nutritivos, como otros carotenoides, flavonoides y péptidos
bioactivos sobre la salud humana.

Desde hace mas de 50 afios se ha propuesto que los radicales libres juegan un papel en el dafio
tisular, particularmente relacionado con el envejecimiento (Harman, 1956). Estas moléculas son
generadas como consecuencia de los procesos de oxidaciéon, que se definen como la
transferencia de un electrén de un atomo a otro, esto sucede de manera natural como
consecuencia de la vida en un ambiente aerdbico y a nuestro metabolismo, ya que el oxigeno es
el ultimo aceptor en el sistema de flujo de electrones que permite producir energia quimica en la
forma de ATP (Davies, 1995). Sin embargo, es posible que existan problemas que desacoplen la
transferencia de electrones, es decir que se genere un electron desapareado, generando
radicales libres, cuando esto sucede sobre el dtomo de oxigeno dan origen a las EROs. Las
principales son el anién superdxido, el perdxido, el hidroxilo, alcoxilo y éxido nitrico,
particularmente como reflejo del escape de electrones altamente reactivos que se transfieren a
los compuestos de oxigeno. De los EROs los mas reactivos son el hidroxilo (posee una vida media
de 10-9 segundos) y el alkoxilo (vida media de segundos), los cuales rapidamente atacan las
macromoléculas cercanas, el dafio generado es inevitable activando procesos de reparacién. Por
otra parte, el anién superoxido, hidroperdxidos y oxido nitrico son menos reactivos (Ames,
Shigenaga & Hagen, 1993). Las EROs generan peroxidacién de los lipidos de membrana
(Elmastas, Gulcin & Isildak, 2006), también se pueden dafiar proteinas, acidos grasos poli-
insaturados, carbohidratos y acidos nucleicos, cuya repercusion puede condicionar mutaciones,
los dafios generados sobre estas moléculas conducen a condiciones patoldgicas que se han
relacionado con enfermedades neurodegenerativas (Halliwell & Gutteridge, 1990; Lin & Beal,
2006) y al proceso de envejecimiento (Muller, Lustgarten, Jang, Richardson & Van Remmen,
2007). Las EROs también son generadas bajo algunas condiciones fisioldgicas, como por ejemplo:
son parte de la respuesta inmune primaria. Las células fagociticas como neutréfilos, monocitos y
macrofagos sintetizan grandes cantidades de superdxido y dxido nitrico como mecanismo para
defender al organismo de agentes microbianos. Diversas enfermedades se generan por un efecto
cronico de procesos inflamatorios, entre los que destacan la hipertensidon, enfermedades
cardiovasculares, la obesidad y la diabetes. Actualmente se han reportado que mds de 100
enfermedades se han relacionado con un desbalance de las EROs, en las que se incluye malaria,
sindrome de inmunodeficiencia adquirida, enfermedades cardiovasculares, Enfermedad cerebral
vascular, ateroesclerosis, enfermedades neurodegenerativas, diabetes y cancer (Alho &
Leinonen, 1999; Duh, 1998; Hertog, Feskens, Hollman, Katan & Kromhout, 1993). También se ha
implicado a las EROs en algunas comorbilidades que impactan como factores de riesgo como
envejecimiento, hipercolesterolemia, y tabaquismo los cuales afectan la esperanza de vida. Asi
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mismo, se ha destacado que los dafios generados por las EROs contribuyen a disfuncién de las
células progenitoras endoteliales y a las células troncales o progenitores (Ushio-Fukai, 2009).

Las EROs se pueden generar en multiples compartimentos celulares como consecuencia de la
actividad de diversas enzimas. De las que destacan son las NADPH oxidasa (Lambeth, 2004), las
presentes en el metabolismo de los lipidos en el lisosoma, y en el citosol las ciclo-oxigenasas.
Aun que estas enzimas contribuyen a la generacion de EROs, la gran mayoria proviene de la
mitocondria (90%). El proceso de fosforilacion oxidativa que se realiza en la mitocondria es el
origen de las EROs, en éste se lleva a cabo una oxidacion controlada de NADH y FADH para
generar un gradiente electroquimico de protones a través de la membrana interna mitocondrial
que conduce la sintesis ATP. El gradiente se produce como consecuencia del paso de electrones
de alta energia por la cadena respiratoria, durante el cual la energia de los electrones va
disminuyendo mientras se bombean protones al espacio intermembranal. A lo largo de la cadena
respiratoria, existen puntos en donde un electrén puede reaccionar de manera directa con el
oxigeno u otro aceptor de electrones con lo que se generan las EROs. Los dos principales puntos
en donde se generan las EROs son los Complejos | (NADH:ubiquinona oxidoreductasa) y llI
(coenzima Q: citocromo C oxidoreductasa; complejo citocromo bcl), en donde grandes cambios
en el potencial de energia de los electrones favorecen la transferencia del electrén al oxigeno
(Figura 7) produciendo superoxido. Se ha demostrado que el incremento del potencial redox en
el Complejo | (Kushnareva, Murphy & Andreyev, 2002) o Complejo lll (Chen, Vazquez,
Moghaddas, Hoppel & Lesnefsky, 2003) generalmente incrementa la produccion de las EROs,
apoyando la idea que el potencial redox de estos complejos es importante para la formacion de
especies reactivas, en el complejo | tanto los grupos hierro—azufre (Genova, Ventura, Giuliano,
Bovina, Formiggini, Parenti et al., 2001) y el Flavin mononucleétido (Liu, Fiskum & Schubert,
2002) han sido implicados en su generacion. En el Complejo Il se ha descrito que el ciclo Q
contribuye a la generacién de superodxido a través reduccién de la ubisemiquinona ya sea en la
membrana externa o interna (St-Pierre, Buckingham, Roebuck & Brand, 2002). Por otra parte es
posible que se aprecie un incremento considerable cuando se satura la cadena respiratoria, por
ejemplo en condiciones patoldgicas como puede ser un incremento del metabolismo de los
carbohidratos generado por hiperglucemia (diabetes mellitus), o por un incremento del
metabolismo de los acidos grasos (hiperlipidemias, obesidad). Particularmente éste ultimo
evento condiciona una situacion relevante para la sobreproduccion de EROs. Cuando se realiza la
oxidacion de los acidos grasos se generan electrones de alta energia que son incorporados por
FADH en el Complejo Il, de esta manera al haber un exceso de electrones y saturar los sistemas
de transporte de la cadena respiratoria los electrones son transferidos al Complejo I, generando
lo que recibe el nombre de flujo electrénico reverso (Liu et al., 2002). La liberacion de superdxido
del complejo | es hacia la matriz mitocondrial, mientras que del complejo Ill la liberacién es hacia
el espacio intermembranal pasando rapidamente al citoplasma por los poros mitocondriales
(St Pierre et al., 2002). La presencia de EROs en la mitocondrial condiciona dafio del ADN que al
afectar a los componente de la cadena respiratoria favorece un mayor desacoplamiento del flujo
de electrones lo que induce una mayor produccion de EROs (Trachootham, Alexandre & Huang,
2009). El anién superoxido lleva a cabo sus efectos en distancias cortas, de tal manera que sus
efectos se limitan al sitio de su produccién, sin embargo, éste puede ser convertido por la
superoxido dismutasa en perdxido de hidrdgeno, el cual es una especie mas estable, por lo que
puede difundir libremente en toda la célula. Se sabe que el perdxido es un regulador de la
sefializacion intracelular, a través de activar moléculas de transduccion que son sensibles a
condiciones de oxido reduccién, ejemplos de estas son las que desfosforilan proteinas en
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residuos de tirosina (Fosfatasas de tirosina, Meng, Fukada & Tonks, 2002), de tal manera que los
electrones generados en exceso por el metabolismo mitocondrial puede ser empleado para
regular la sefalizacién intracelular a través de la produccién de EROs (Murphy, Holmgren,
Larsson, Halliwell, Chang, Kalyanaraman et al., 2011; Hamanaka & Chandel, 2010). El peréxido
puede ser convertido a su vez en el radical hidroxilo (OH-), el cual es la EROs mas reactiva. La
generacion de OH- se favorece por la presencia de metales de transicion reducidos a través de la
reaccion de Fenton; de esta manera la produccién de EROs por la mitocondria conduce al dafio
de macromoléculas en toda la célula, incluyendo el ADN nuclear, lipidos de membrana y
proteinas.
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Figura 7. Topologia del sitio de origen del superdxido. En la mitocondria se acumulan
electrones de alta energia empleados para el bombeo de protones, lo cual es imprescindible
para generar una fuerza motriz que participard en la sintesis de ATP, si se genera un exceso
de produccion de electrones de alta energia o se desacopla la transferencia de electrones es

posible q estos sean transferidos al oxigeno. La transferencia ocurre de manera preferente
por los complejos 1y I, el complejo Il es posible que genere especies reactivas de oxigeno
cuando hay un exceso de la beta oxidacién, modificado de Hamanaka y Chandel (2010)

3.3. Mecanismos reguladores del estrés oxidativo

En la célula existen diversos mecanismos que contrarrestan los efectos dafinos de las EROs, se
pueden agrupar en los enzimaticos y los no enzimaticos. Los enzimaticos estan representados
por las superoxido dismutasas, las catalasas y las peroxidasas, mientras los segundos se
relacionan con moléculas aromaticas o los efectos reductores del glutation. Ademas es posible
que a nivel de la membrana interna mitocondrial se regule la produccién de superdéxido, lo
anterior por la presencia de proteinas desacopladoras, estas proteinas funcionan como poros
gue permiten disminuir el gradiente de protones, lo cual reduce el potencial oxidativo de la
cadena respiratoria y en consecuencia la capacidad de generar superdxido. Este evento se
encuentra acompaiado de la liberacion de calor.

La superoxido dismutasa (SODs) forma parte de una familia de metaloenzimas que utilizan
cofactores como Zinc(Zn), Cobre (Cu), Fierro (Fe), Manganeso (Mn); son el sistema de defensa de
mayor significancia contra 02" convirtiendo a este en perdxido de hidrogeno. Las SODs existen en
tres isoformas: la citoplasmica SOD Cu/Zn (SOD 1), la mitocondrial (SOD Mn) y la extra-celular
(SOD Cu/zn). Evidencias recientes sugieren que en cada una de las ubicaciones subcelulares, las
SODs catalizan la conversidon de 02 a H202, el cual podria participa en sefializacion intracelular.
Ademas, las SODs juegan un papel critico en inhibir la inactivacién oxidativa de 6xido nitrico, por
lo tanto previniendo la formacion de peroxinitrilo y en consecuencia la disfuncién mitocondrial y

54



Bioactividad de péptidos derivados de proteinas alimentarias

el dafo al endotelio vascular. La reaccidén catalizada por la SOD se muestra a continuacion
(Weisiger & Fridovich, 1973; Marklund, 1982):

2 0+ 2H - H,0, +0,

Estas enzimas estan presentes en cualquier célula que utilice oxigeno, pues éstas tienen el
potencial de producir el anidn superoxido, y por ende debe de contar con alguna forma de SOD
(Fridovich, 1974); Por lo que una amplia gama de organismos la contienen, esto se describe en la
siguiente tabla (Tabla 3) (Omar, Flores & McCord, 1992):

Tipo Estructura Localizacion Distribucion
, . Eucariontes
Cu/Zn SOD Dimero Citosol y .
algunos procariontes
, Extra-celular unida Mamiferos, pdjaros y
EC/SOD (Cu/Zn) Tetrdmero
a membrana peces
, , Citosol o matriz .
Mn-SOD Dimero o tetramero Todos los aerobios
extra-celular
Citosol, Procariontes
Fe-SOD Dimero o tetrdmero cloroplastos o y

algunas eucariontes

mitocondrias

Tabla 3. Tipos y ubiacidn de las Super Oxido Dismutasas

La Catalasa es una peroxidasa, es decir que cataliza la conversidn del peréxido de hidrégeno en
agua y oxigeno (Chelikani, Fita & Loewen, 2004), por lo que ayuda a contrarestar el estrés
oxidativo, que se genera durante el metabolismo celular. A continuacién se observa la reaccion
que esta enzima realiza:

H,O, + H,0, - 2H,0 + O,

La catalasa es una metaloproteina, se encuentra conformada por 4 subunidades su peso molecular
oscila entre los 210-280 KDa (Hadju, Wyss & Aebi, 1977), en donde la enzima perteneciente a la
especie humana se encuentra asociada a 4 NADPH reducido uno por cada subunidad que la
conforma (Fita & Rossman, 1985). Podemos encontrar a la catalasa localizada en la mitocondria y
en los peroxisomas (Chelikani et al. 2004), con la excepcidon de los eritrocitos donde esta enzima se
localiza en citosol (Chance & Maehly, 1955). Se han identificado 3 grupos de catalasas:

e (Catalasas monofuncionales estan presentes en organismos eucariontes y procariontes y
contienen un grupo hemo. Estas catalasas a su vez se clasifican en 2 tipos las de subunidades
péquefias y las de subunidades grandes siendo las primeras localizadas e mamiferos, hongos
y en la gran mayoria de las bacterias y unen NADPH, las de subunidades grandes
generalmente estan en hongos y bacterias, y no unen NADPH (Lardinois, Mestdagh &
Rouxhet, 1996; Melik-Adamyan, Bravo, Carpena, Switala, Maté, Fita et al., 2001).

*  Mn-catalasa esta enzima estd presente en organismo procariontes aerobios contiene un
Mn en su sitio activo, y son hexaméricas.

e (Catalasa-Peroxidasa: como su nombre lo dicen tienen actividad catalasa y peroxidasa,
estan presentes en hongos y bacterias, ademas también contienen un grupo hemos
(Hadju et al., 1977).
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La Glutation peroxidasa (Gpx): como su nombre lo indica también es una enzima encargada de
reducir el dafio causado por las EROs y es dependiente de Selenio (Se), catalizando el paso de
perdxido de hidrégeno y lipoperdxido a agua o sus respectivos alcoholes, esto utilizado glutation
reducido (GSH) (Margis, Dunand, Teixeira & Margis-Pinheiro, 2008), es este GSH el cual reacciona
con perdxidos y los transforma en agua y en alcohol, es durante este proceso donde el glutation
es oxidado (GSSH), y después es regresado a su estado reducido por la glutation reductasa (GR)
(Neve, Vertongen & Molle, 1985). La reaccion que se lleva a cabo es la siguiente:

2GSH + H,0, - GSSH + 2H,0

La GPx fue reportada por Millis en 1975 en el eritrocito bovino, después se reportd en pulmones
higado de rata, musculo, piel de peces y eritrocitos humanos, esto indica que esta enzima esta
presente en gran cantidad en los organismos (Zachara, 1991; Vertechy, Cooper, Ghirardi & Ramacci,
1993).

Esta enzima cuenta con varias isoformas, siendo la Gpx1 la mejor caracterizada, esta localiza en
el citosol y la mitocondria (Wagner, Kautz, Fricke, Zerr-Fouineau, Demicheva, Guldenzoph et al.,
2009). Se conocen al menos 3 isoformas de la GPx:

*  GPx-ces laforma intracelular.
*  GPx-p es la forma extra-celular o plasmatica.

* GPx-PH es especifica para los fosfolipoperdxidos (Asociada a membrana) (Zachara,
1991).

Cabe mencionar que tanto la calatasa como la glutatién peroxidasa se encargan de disminuir los
niveles de H,0,, pero su regulacion es diferentes, ya que la CAT actua en presencia de altas
concentraciones de peroxido y GPx a concentraciones bajas, esto nos demuestras una relacion
inversa en la actividad de las enzimas, ademds es importante mencionar que tanto la CAT/SOD y
la GPx/GRd forman parte de sistemas enzimaticos antioxidantes diferentes (Zachara, 1991; Lam,
Wang, Hong & Treble, 1993).

Varios compuestos de bajo peso molecular estan involucrados en la defensa antioxidante.
Glutatién reducido es el principal tiol citosdlico, éste sirve como cofactor para diversas enzimas
detoxificadoras (glutation peroxidasa, glutation-S-transferasa). Este compuesto estd involucrado
en la reduccion de puentes disulfuro presentes en proteinas, adicionalmente secuestra EROs,
siendo oxidado a GSSG. Otros compuestos tales como el ubiquinol uratos o billirrubinas también
poseen actividades antioxidante (Jacob & Bum, 1996)

3.4. Los complementos alimenticios antioxidantes

La dieta humana contienen una diversidad de compuestos que poseen actividades antioxidantes
o que se han propuesto como sustancias que secuestran EROs en base a sus propiedades
estructurales. Las moléculas representativas mas eficientes en secuestrar EROS presentes en la
dieta son: Acido ascérbico (vitamina C), tocoferol (vitamina E), carotenoides y flavonoides.
Excluyendo a la vitamina C existen varios cientos de moléculas variantes con efectos
antioxidantes, particularmente diversos son los carotenoides para los que se han descrito mas de
600 diferentes moléculas, cerca de la décima parte de ellas es posible que se encuentren
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presentes en la dieta humana (Rice-Evans, Miller, Bolwell, Bramley & Pridham, 1995; Rock, Jacob
& Bowen, 1996). La misma diversidad de compuestos presentes en los alimentos hacen proponer
que es posible obtener efectos sinérgicos entre los diferentes compuestos presentes en los
alimentos, lo cual es dificil demostrar in vivo. La vitamina C se considera como el agente
antioxidante natural mas potente (Weber, 1996). Es un compuesto hidrosoluble, en presencia de
EROs se oxida a deshidro-ascorbato, el cual se recicla a acido ascérbico por medio de la deshidro-
ascorbato reductasa, de esta manera el deshidroascorbato se encuentra en muy bajos niveles. La
ingesta de altas dosis de vitamina C por personas sanas demuestra que no presenta efectos
adversos, particularmente debido a un control homeostdtico que mantiene concentraciones
estables, al limitar su absorcidn e incrementar su eliminacion de manera compensatoria. Su
mecanismo antioxidante esta relacionado con secuestrar el superoxido, peréxido de oxigeno, el
radical hidroxilo y el singulete de oxigeno. La vitamina E o alfa-tocoferol es una substancia
altamente lipofilica se ubica preferentemente en membranas y presenta alta unién con
lipoproteinas, de tal manera que su principal efecto antioxidante es evitar la lipoperoxidacion, lo
que se realiza al secuestrar radicales lipo-perdxidos (Traber & Sies, 1996). Los carotenoides son
colorantes naturales con una pronunciada actividad antioxidante (Olson & Krinsky, 1995). Sus
propiedades quimicas estdn relacionadas con la presencia de dobles enlaces los cuales siendo
mas eficientes cuando se encuentran grupos hidroxilo y carbonilo (Siaja, Scalese, Lanza, Marzullo
& Bonina, 1995). Estos compuestos ejercen su efecto antioxidante al secuestar eficientemente el
singulete de oxigeno vy los radicales perdxido (Palozza & Krinsky, 1992). De manera similar a la
vitamina E los carotenoides presentan alta afinidad por lipoproteinas encontrandose en altas
concentraciones en las lipoproteinas de baja densidad y las de alta densidad séricas. Los
flavonoides son un grupo grande de compuestos antioxidantes polifendlicos, se encuentran
principalmente como compuestos O-glucdsidos. Estos poseen varias familias de compuestos
relacionados estructuralmente. Son eficientes secuestradores de radicales perdxilo, e hidroxilo y
del singulete de oxigeno, su mecanismo antioxidante esta relacionado con la formacion de
radicales fenoxi (Rice-Evans & Miller, 1996).

La participacidn de los EROs en diversos mecanismos promotores de enfermedades crénicas, o
como mediadores de dafio celular por enfermedades crénicas, han despertado el interés de
encontrar nuevos compuestos antioxidantes que puedan incorporarse a los alimentos. En los
ultimos afos particular interés ha sido enfocado a la identificacion de péptidos antioxidantes,
estos se han identificado en la leche (Suetsuna, Ukeda & Ochi, 2000) y papa (Pihlanto, Akkanen &
Korhonen, 2008). También se han aislado de hidrolizados de carne de pescado (Wu, Chen &
Shiau, 2003), particularmente, se han descrito actividad antioxidante de hidrolizados de
proteinas que in vitro presentan efecto antioxidante sobre radicales hidroxilo hasta en un 35%,
en donde hay un efecto mayor con hidrolizados de menor tamafio (Je, Park & Kim, 2005).
Hidrolizados de bajo peso molecular obtenidos con Flavoursina y alcalasa han sido los mas
efectivos contra las EROs y los iones férricos (Dong, Zeng, Wang, Liu, Zhao & Yang, 2008). Los
péptidos generados con Flavorzina y Alcalasa han mostrado in vitro que pueden evitar el dafio
sobre el ADN empleando la reaccidon de Fenton, se propone que el efecto protector se debe a
que los hidrolizados quelan el Fe2+ previniendo asi que reaccionen con el peréxido lo que evita la
formacién de hidroxilos (Klompong, Benjakul, Yachai, Visessanguan, Shahidi & Hayes, 2009). Se
ha reportado la secuencia de pequefios péptidos con actividad antioxidante obtenidos de la
hidrdlisis de la carne del atun, la secuencia con mayor efecto ha sido LPTSEAAKY la que es capaz
de reducir en un 79.6% la capacidad oxidativa in vitro (Hsu, 2010), otra secuencia es LHY que ha
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logrado la reduccion en un 63% (Bougatef, Nedjar-Arroume, Manni, Ravallec, Barkia, Guillochon
et al., 2010).

3.5. Procedimientos de deteccion de EROs

Se ha comprobado que las EROs generan dafios en diferentes biomoléculas como son las
proteinas, lipidos y DNA estos dafios se asocian a la aparicion de enfermedades como lo son la
de Alzheimer, Parkinson, Diabetes, enfermedades cardiovasculares entre otras, por lo que resulta
muy relevante su deteccion en células de mamiferos en especial de humanos, para poder
identificar mecanismos de accién de potenciales drogas o aditivos en complementos
alimenticios. Asi mismo, identificar los mecanismos que estan involucrados en los dafios que
participan en el desarrollo del padecimiento. Existen dos métodos empleados los quimicos y los
fluorescentes, los dos procedimientos mas frecuentes son los que se describen a continuacién.

Linea celular CHP 212

Figura 8. Deteccion de EROs por NBT. Se observa que la linea tumoral presenta una menor
capacidad de generar EROS, posiblemente presenta mecanismo que eviten su generacion.
Mientras que los queratinocitos muestran claramente positividad al formazdn, reactivo que
denota la presencia de especies reactivas

Deteccion de EROs mediante NBT

La deteccion de EROs intracelular especificamente del superéxido (O,) se basa en una prueba
colorimétrica, debido que se evalla la presencia de forzaman en los diferentes pozos de la placa
que contiene las células a evaluar, este andlisis se llevaba a cabo mediante un lector multiplaca
realizando lecturas a una absorbancia de 550 nm, cuya longitud de onda es a la cual se detecta el
formazan. Las células a ser estudiadas son cultivadas en cajas de 96 pozos, una vez que alcanzan
la confluencia del 80-90% estan lista para ser sometidas a la deteccion de EROs o de ser
necesario a la induccion de estas. El procedimiento consiste en la incubacién con NBT y por
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ultimo un lisado con SDS 10%. Este técnica se basa como ya se menciono en la deteccién de los
cristales de formazan (Figura 8), son justo estos cristales los que dan una coloracién morada, los
cuales son generados cuando el NBT es reducido debido a que compite con el O, y esta reduccion
es llevada a cabo por la NADPH-oxidasa y también por efecto directo del O",.

Deteccidn de EROs mediante el kit de deteccion de EROs/Superoxido

Este procedimiento es uno de los mas sofisticados pues permite la deteccion de diferentes tipos
de EROs y de especies reactivas de nitrégeno. Existen modificaciones del procedimiento de
deteccidn que permiten evaluar de manera independiente la presencia de superéxido (O7,). Esta
técnica puede ser analizada por microscopia de fluorescencia o citometria de flujo; las EROs son
detectados mediante reactivos de deteccion (fluoréforo) que emite una fluorescencia verde. En
el caso del la superoxido el reactivo genera una fluorescencia de color naranja; en cuanto a la
deteccion por microscopio de fluorescencia se requieren un set de filtros con longitudes de onda
de 490/525 nm para observar la fluorescencia emitida por los EROs, mientras que para observar
la deteccion del superodxido se requiere de un set de filtros de 550/620 nm). En el caso de a ser
analizados mediante citometria de flujo, el equipo debe de contar con un laser azul y un filtro de
488 nm.
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Evaluacion del efecto inductor de EROs mediante Evaluacién del efecto inductor de EROs mediante
piocianina en la linea celular CHP 212 piocianina en queratinocitos
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Figura 9. Se realizo la evaluacion del efecto inductor de EROs mediante piocianina (5-500 uM) en
una linea celular trasformada como lo es CHP 212 (Fig. A) y células no transformadas como los
queratinocitos (Fig. B), ambos tipos celulares fueron incubados a 2 tiempos diferentes (30 y 60

min) tanto con el inductor y con el detector de estas especies reactivas de oxigeno que es el NBT,

después de esto las células fueron lisadas con SDS 10% y fueron leidas mediante un lector
mutiplaca Sinergy Il a una absorbancia de 550, también se evalud el efecto de otro inductor

(Stan IV 1.5 ug/ml), se observa que los queratinocitos presentan los valores de absorbancia mds
altos lo que nos indica que son mds susceptibles de generar EROs al ser inducidas con piociana

que la linea celular CHP 212. Por lo ge los queratinocitos son una poblacion sobre la ge se puede

evaluar los efectos antioxidantes, lo inmediato fue disminuir las concentraciones del inductor de

0.5.100 uM (Fig. C), empleando la concentracion de 5 uM, se evalud el efecto antioxidante (aox)

del L-NAC (Fig. D) con concentraciones de 0.5-100 mM. Se observa que los efectos antioxidantes

son mds evidentes a altas concentraciones y tiempos cortos (30 min)
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3.6. Efectos antibioticos

Los microorganismos, desde su aparicion como formas de vida independiente, han estado
sujetos a presiones de seleccidn por radiaciones ultravioleta, pH, disponibilidad de oxigeno,
presion atmosférica y, para aquellos de ambientes acudticos, a los niveles de presion
barométrica. Por lo tanto, los microorganismos identificados en la actualidad, son los que han
logrado desarrollar un proceso evolutivo que les ha permitido adaptarse a las exigencias del
medio.

Desde el punto de visto antropocéntrico, los microorganismos, han provocado desde brotes,
endemias, epidemias, hasta pandemias, con altas tasas de morbi-mortalidad, diezmando en la
Europa medieval poblaciones completas de sus habitantes y reemergiendo en la actualidad
algunas infecciones que se consideraban controladas.

Esto ha permitido que, desde los origenes de las primeras civilizaciones, se tengan registros
graficos y/o escritos de la busqueda y empleo de sustancias para revertir el efecto de la invasion
de un microorganismo a los tejidos, drganos o sistemas del cuerpo humano (Amabile-Cuevas,
2012).

Busqueda de sustancias con actividad antimicrobiana

El vocablo “alcaloide”, es derivado de la palabra arabe al-gali. Hace mencién al nombre de la
planta de donde se obtuvo el primer compuesto nitrogenado que constituye el principio
farmacoldgicamente activo encontrado en la mayoria de las flores. La morfina, fue el primer
alcaloide aislado en extractos crudos de Papaver somniferum, y desde entonces se han
identificado y determinado la estructura quimica de mas de 10,000 sustancias alcaloide
(Kutchan, 1994).

Este tipo de sustancias han sido utilizadas desde el inicio de las civilizaciones, como veneno,
medicinas o pociones. Uno de los ejemplos mas ilustrativos es la muerte por envenenamiento
del filésofo griego Sdocrates (muerto en 399 A.C.) al ingerir sicuta (infusion obtenida de
Conium maculatum). En la historia se registra también la utilizaciéon de extractos de atropina
(Hyoscyamus muticus) por la emperatriz de Egipto Cleopatra para dilatar sus pupilas y proyectar
una imagen de euforia y alucinante. Con este mismo propdsito, en la Europa medieval, la
mujeres ingerian extractos de Atropella belladona (de ahi el nombre belladona). Estos
compuesto son téxico, sin embargo en la medicina aldpata, para examinar la dilatacion de las
pupilas se usan derivados sintéticos anticolinérgicos de atropina (tropicamina). Al menos durante
los dos ultimos siglos, la quinina (antimalarico), obtenida de Cinchona officinalis, permitié la
expansion de las exploraciones europeas hacia los trépicos al permitir a los exploradores contar
con un farmaco eficiente contra la malaria (Kutchan, 1994).

El descubrimiento circunstancial de la penicilina por Alexander Fleming en 1928 observada en
cultivos de Penicillum notatum, es un parte aguas en la historia de la medicina ya que permitio la
purificacion y produccién industrial del la primera sustancia con actividad antibacterial. Este hito
cientifico a su vez propicié un gran impacto en la salud publica ya que ha permitido abatir de
manera importante los indices de morbi-mortalidad asociados a infecciones bacterianas,
destinandose considerables recursos humanos y econdmicos en la investigacion de nuevos
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farmacos con propiedades bactericidas-bacteriostaticas, asi como en la dilucidaciéon de los
mecanismos de accidn de estos compuestos

A nivel global, de las especies vegetales clasificadas taxondmicamante, se sabe que mas de
13,000 han sido utilizadas indirecta o directamente como drogas (Tyler, 1994). El tratamiento que
ofrece la medicina alopata, esta basado 25% en el empleo de extractos vegetales, derivados, tes
o compuestos puros (como la morfina, codeina, vincristina o vinplastina). La quimica
desarrollada por los vegetales, ha servido también para la sintesis quimica in vitro de otras
drogas como la tropicamina, cloroquina (derivada de la quinina), procaina y tetracaina
(sintetizadas a partir de la cocaina) (Kutchan, 1994).

Debido a este potencial de los vegetales superiores, diversas instituciones, centros de
investigacion y firmas comerciales, iniciaron amplios programas de busqueda de precursores de
los compuestos mas utilizados en su momento. De acuerdo a Wall (1998), una investigacion
realizada durante el periodo de 1950 a 1959, en el Laboratorio Regional de Investigacion del Este
del estado de Filadelfia (ERRL, Eastern Regional Research Laboratory) de los Estados Unidos
(USA). Se colectaron varios miles de ejemplares al azar en todo el mundo, los que fueron
clasificados por taxénomos del ERRL. Entre otros se buscd la presencia de extractos precursores
de esteroides como la cortisona, alcaloides, taninos, flavonoides (Wall, Krider, Krewson, Eddy,
Willaman, Correl, et al., 1954). A la par de la investigacidon quimica, se realizaron ensayos para
evaluar la actividad antiviral, antitumoral y bactericida de los principios activos purificados.

Posteriormente con la creacidn de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) y la Organizacién
Panamericana de la Salud (OPS), los gobiernos de los distintos estados miembros de estas
organizaciones internacionales, han desarrollado y unido esfuerzos institucionales y privados
para encontrar y desarrollar farmacos para el control de las enfermedades infecciosas.

La resistencia a los agentes antimicrobianos: Un nuevo paradigma en el control de las
enfermedades infecciosas

El fendmeno de resistencia bacteriana (Figura 10) se identific6 como un problema de salud
publica poco tiempo después de la introducciéon de los antibidticos para el tratamiento
terapéutico de las enfermedades infecciosas. Se conoce en la actualidad que la resistencia
bacteriana a los agentes antimicrobianos puede estar mediada entre otros mecanismos, por la
adquisiciéon de mutaciones en el genoma que le confiere una resistencia intrinseca a algunos
antibidticos. En 1950, el descubrimiento de plasmidos y su participacion en la transferencia de
genes por conjugacion, transduccion o transformacion, demostro la participacion de elementos
extracromosomales involucrados en la resistencia a farmacos. Por otra parte en estudios
retrospectivos al empleo masivo de antibidticos, se han purificado plasmidos, encontrandose
que la mayoria de éstos no tienen determinantes de resistencia (Hall, Recchia, Collis, Brown &
Stokes, 1996).

La rapida aparicién de cepas resistentes puede considerarse como una consecuencia natural en
respuesta a la utilizacién masiva de farmacos en el tratamiento de enfermedades infecciosas,
provocando involuntariamente una liberacién de importantes concentraciones de farmacos al
medio ambiente (Calva, Niebla-Perez, Rodriguez-Lemoine, Santos & Amabile-Cuevas, 1996).
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El reciente descubrimiento y demostracion experimental de que algunos derivados peptidicos
poseen actividad antimicrobiana, ofrece un campo interesante en primera instancia para
dilucidar su mecanismo de accién y en segunda, analizar la posible emergencia de cepas de
microorganismos recientes a esta nueva presion de seleccién. Desde un punto de vista
Darwiniano, es posible que esto ocurra.
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Figura 10. Posibles mecanismos de resistencia bacteriana a una amplia variedad de antibidticos.
(a) Varios genes pueden codificar para proteinas integrales de membrana asociadas a sistemas
activos de eflujo, (b) degradacion enzimdtica del farmaco, (c) alteracion quimica, la cual puede
provocar su inactivacion. De manera general se acepta que los genes de resistencia a
antibioticos son principalmente codificados por pldsmidos. No obstante, el cromosoma
bacteriano participa en el fenotipo de resistencia a FQs. La transmision de este fenotipo puede
ser adquirido por un proceso de segregacion Mendeliana, por mutaciones al azar, por la
movilizacién genética y por conjugacion con otras bacterias. Adaptacion de Levy (1998)

Nuevo enfoque de la actividad antibacterial: Los compuestos peptidicos

Como se sabe y es reconocido por los bioquimicos, las proteinas son esenciales para el
desarrollo y sustentabilidad de la vida en cualquiera de sus manifestaciones. Estas constituyen
la maquinaria molecular a nivel de monémeros y polimeros que en el cuerpo humano, dirigen
y controlan la mayoria de las funciones bioldgicas, a nivel de la unidad fundamental de los
organismos vivos, la célula. En su conjunto, es evidente su participacién en la fisiologia en los
tejidos, drganos o sistemas. En el caso del ser humano, como organismo heterétrofo por
excelencia, para su metabolismo es necesaria la incorporacién de amino acidos esenciales
como parte de su dieta diaria, complementada con lipidos y carbohidratos, como fuente de
energia (Silano & De Vincenzi, 1999).

Actualmente se reconoce que los péptidos con actividad antibacterial, son los principales
componentes de la respuesta inmune innata y que mads de 400 péptidos con actividad
antibacterial se han descubierto a partir de extractos de tejidos de varias especies, desde plantas
hasta mamiferos (Hoffmann, Katatos, Janeway & Ezekowitz, 1999).

En 1981, fue dada a conocer la secuencia de aminoacidos de Cecropina A y B, la cual fueron
deducidas a partir de extractos de mariposas nocturnas, comunmente conocidas como polillas.

Este fue el primer reporte de péptidos que mostraron una importante actividad citotdxica contra
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células procariotas (Steiner, Hultmark, Engstrom, Bennich & Boman, 1981). La magainina, aislada
de Xenopus sp, constituyd el primer péptido con actividad antibacterial aislado de un vertebrado.
Este descubrimiento fue posible dado a que se observd que algunos especimenes de Xenopus sp,
sometidos a la extracciéon quirurgica de oocitos, no presentaban signos evidentes de infeccion o
inflamacion, a pesar que el procedimiento quirurgico se efectuara en un ambiente no estéril
(zasloff, 1987).

Derivado de lo anterior, recientemente se ha acufiado el acrénimo AMP (Antimicrobial peptide,
por su siglas en inglés). Estos son antibidticos naturales generados por organismos vivos ante la
presidn selectiva ante la presencia de microorganismos patégenos que colonizan o invaden su
sistema. Constituyen en su conjunto un importante grupo de moléculas efectoras del sistema
inmune, tanto de vegetales como de animales, con una amplia diversidad de estructura como de
modo de accion.

Con base a estudios de identidad y conservacién de sus secuencias de aminoacidos,
complementadas con la estructura tridimensional de los AMPs, se han agrupado para su estudio
en las siguientes familias:

e Defensinas

¢ Tioninas

*  Proteinas transferidoras de lipidos
e Ciclétidos

*  Péptidos similares a knotinas

Actualmente se ha encontrado que los AMPs tienen un espectro de actividad antibacterial
amplio, lo que constituye un potencial hasta ahora inédito para el desarrollo y produccién por
procedimientos biotecnoldgicos de nuevas generaciones de farmacos.

Modelo sugerido del mecanismo general de accion de los AMPs

La mayoria de los péptidos antimicrobianos, poseen dos caracteristicas quimicas importantes,
una carga positiva obtenida de los residuos de aminodcidos basicos y al mismo tiempo ser
anfipaticos, dada la posibilidad de contar con residuos hidrofébicos o hidrofilicos.

Se considera que la carga positiva, es una de sus principales caracteristicas que contribuyen
selectivamente contra la célula procariota. Un ejemplo de ello, es la melitina, componente
principal del veneno de las abejas (Apis mellifera), la cual es eléctricamente neutra, sin embargo:
muestra una importante actividad citotoxica contra las células de mamiferos, ademas de su
demostrada actividad antibacterial.

Como se sabe, la membrana de la célula procariota, es eléctricamente negativa, por lo cual los
péptidos catidnicos antimicrobianos se unen selectivamente a la membrana bacteriana,
formando un complejo bacteria-defensina (CBD), esto no sucede con la célula eucariota debido a
su carga eléctrica neutra (Matsuzaki, 2001).
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La formacién del CBD, tiene como consecuencia la formacién de poros en la membrana
bacteriana, incrementandose la permeabilidad celular y posteriormente la muerte, como se
muestra en la figura 11.

Estudios recientes, han permitido la sintesis de AMPs sintéticos, como el péptido mDB-6, con una
potente actividad bactericida contra E. coli a una concentracion de 20 ug/mL Ensayos de
inhibicion de crecimiento han sugerido que la actividad antimicrobiana particularmente de las
defensinas es un fenémeno sal-dependiente. Alta concentracion de NaCl disminuye la actividad
antimicrobinana de la mayoria de las isoformas de las defensinas como hBD-2, hBD-1 y mBD-2
(Valore, Park, Quayle, Wiles, McCray & Ganz, 1998; Harder, Bartels, Christophers & Schréder,
1997; Bals, Wang, Wu, Freeman, Bafna, Zasloff et al., 1998a; Bals, Goldman & Wilson, 1998b).

No obstante, los estudios mdas recientes, han aportado las primeras evidencias de que las
defensinas hBD-3 y HNP tienen actividad antimicrobiana debido a la inhibicién de la sintesis de la
pared celular (Sass, Schneider, Wilmes, Korner, Tossi, Novikova, et al., 2010; de Leeuw, Li, Zeng &
Li, 2010), lo cual es evidente corresponde a un mecanismo completamente diferente al sefialado
en la figura 11.
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Figura 11. Modelo sugerido para el mecanismo de accion de las defensinas. Los péptidos
catidnicos antimicrobianos se unen selectivamente a la membrana eléctricamente negativa de
la bacteria, mientras que la célula del epitelio, como se muestra en la imagen posee una carga

neutra. La formacion del complejo bacteria defensina, origina poros en la membrana
bacteriana. Adaptacion de Yasuhiro & Yasuyoshi (2012)

Actividad antibacterial: Opciones para la investigacion en alimentos funcionales

Recientemente, se ha reportado que los alimentos funcionales (AF), ademas del valor nutritivo,
aportan beneficios a las funciones fisioldgicas del organismo humano, entre sus componentes se
encuentran los denominados péptidos bioactivos (PBAs), purificados o como componentes de
hidrolizados proteinicos.

La propiedad antibacterial o estimulante de la proliferaciéon celular de los BPAs por un
mecanismo aun desconocido, permiten sugerir la investigacion en modelos in vitro del papel de
los hidrolizados peptidicos sobre los microorganismos (Salazar-Aranda, Pérez-Lopez,
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Lépez-Arroyo, Alanis-Garza & Waksman, 2009; Des-Raj, Minhui, Li-Hui, Geert-Jan, Dipika &
Roman, 2011).

Cultivos bacterianos: un modelo in vitro para el estudio de la propiedad antibacterial de
derivados de los alimentos funcionales

Curva tipica de crecimiento bacteriano

El comportamiento tipico del crecimiento celular de la célula procariota puede ser analizado
in vitro de practicamente cualquier especie de bacteria, mediante su seguimiento en un trazo
grafico impreso o digital que comiUnmente se conoce como “Curva tipica de crecimiento
bacteriano” (CTCB). Esta se puede obtener en cultivos liquidos o sélidos, de acuerdo a los
intereses del grupo de investigacion.

Bajo condiciones controladas de temperatura, aireacidn, pH, luz, tiempo y nutrimentos es
posible evaluar la respuesta del espécimen a condiciones de estrés a eleccidn del investigador, lo
cual hace a este sistema sumamente bondadoso, econémico y con resultados en relativamente
poco tiempo.

Esencialmente se conoce que la célula procariota se divide por fisidon binaria dando origen a dos
células hijas, las cuales a su vez se vuelven a dividir resultando dos células mas, lo cual define
este tipo de crecimiento celular como geométrico o exponencial. Sin embargo, antes de que la
célula entre en esta condicidn de crecimiento, es necesario que se cumplan algunas condiciones,
las cuales definen las fases de la CTCB, como de latencia o retardo (lag), exponencial,
estacionaria y decaimiento o muerte celular. Estas fases estan limitadas por el consumo vy el
agotamiento de nutrimentos o por la acumulacion de metabolitos toxicos de la misma poblacién
en proliferacién. La consecuencia es que el crecimiento al cabo de un cierto tiempo llega a
disminuir hasta detenerse (Figura. 12).

Estacionaria

Inoculacién /ﬁ

Log —p»

Muerte

Lag

Ntimero logaritmico de células

Tiempo

Figura 12. Fases del crecimiento bacteriano

Fase de latencia (lag): Como un mecanismo de adecuacién al ambiente in vitro las células
requieren de la sintesis de nuevas enzimas y metabolitos necesarias para reiniciar el crecimiento
y para la utilizacién de los nutrimentos que en abundancia se encuentran en el medio de cultivo
solido o liquido. Este periodo se puede prolongar en el caso de que el medio de cultivo previo y
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las condiciones actuales resulten tan diferentes que las células sean genéticamente incapaces de
sobrevivir, por lo que sélo unas cuantas mutantes podran subsistir, y obviamente se requerira
mas tiempo para que éstas se multipliquen lo suficiente y sea notorio el incremento en biomasa.

Fase exponencial: En esta fase las células se encuentran en un estado de crecimiento sostenido.
Se sintetiza nuevo material celular a una tasa constante y la biomasa masa aumenta de manera
exponencial. Lo anterior continta hasta que uno o mas nutrimentos comienzan a agotarse y/o la
concentracion de metabolitos bacterianos se van adicionando al medio de cultivo, lo cual se hace
evidente con el descenso paulatino de la biomasa. En este momento las células en proliferacion
se estdn preparando para entrar a la siguiente fase.

Fase estacionaria: El crecimiento celular comenzara a disminuir hasta hacerse practicamente
nula. Esto es como consecuencia del agotamiento de nutrimentos en el medio y/o el acumulo de
metabolitos toxicos. La cifra de células viables se mantiene constante, aunque en realidad en el
conteo aumente poco a poco el nimero de células, si se cuentan también las muertas. La
duracién de esta fase depende de la naturaleza del microorganismo y de las condiciones del
medio.

Fase de muerte celular: Esta fase, también es conocida como fase de declinacién, la cual
representa la disminucion del nimero de células debido al aumento progresivo de la tasa de
mortalidad, misma que tarde o temprano alcanza un valor sostenido. Por lo general, una vez que
la mayoria de las células ha muerto, la tasa de mortalidad disminuye bruscamente, por lo que un
numero pequefio de sobrevivientes pueden persistir en cultivo por meses o afios. Dicha
persistencia puede deberse a que las células consiguen crecer gracias a los nutrimentos liberados
por las células que mueren.

Con este sistema in vitro de crecimiento celular, es posible obtener dos variables que son
fundamentales para la evaluacidn de crecimiento bacterial ante distintos retos experimentales: el
tiempo de duplicacién celular y la velocidad especifica de crecimiento (Mahon, Lehman &
Manuselis, 2010).

Ambas variables, dependen del tipo de microorganismo que se trate y diversos factores
ambientales como son la temperatura, el pH, oxigenacidn, etc.

Cinética de crecimiento microbioldgico para la evaluacion de los biopéptidos como fuente de
carbono o energia

El efecto de los biopéptidos en la estimulacién del crecimiento celular, tanto en células
procariotas como eucariotas, puede ser monitoreado y evaluado mediante el registro de las
fluctuaciones en el incremento o no de biomasa en un tiempo dado, lo que se conoce como
cinética de crecimiento, asi como simultdaneamente registrar el agotamiento o la desaparicion del
biopéptido en el medio de cultivo.

Los microorganismos debido a su diversidad metabdlica, son capaces de desarrollarse en una
amplia gama de sustratos, sin embargo este crecimiento y otras actividades fisioldgicas esta
determinada por su entorno fisico-quimico. De esta forma la velocidad especifica de crecimiento
(1) estda en funcion de la concentracion de los compuestos quimicos, siguiendo el
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comportamiento descrito por el modelo de Monod, lo cual de entrada abre la posibilidad del
analisis de los biopéptidos y su efecto estimulante o inhibitorio de la proliferacién celular.

H = Hmax (S/[Ks + S])
En donde:

1 = velocidad especifica de crecimiento

Mmax = Velocidad maxima de crecimiento

S = Concentracidn del sustrato

Ks = Constante cinética cuando la concentracidn del sustrato es igual a [1=0.5 Llmax

Para emplear la ecuacion de Monod, es necesario conocer la velocidad especifica de crecimiento
(u), esta variable, se puede calcular mediante una sencilla ecuacion, en la cual se tiene:

td=1In2/u

En esta ecuacidn td, es conocido como tiempo de duplicacion y esta definido como el tiempo
necesario para duplicar la masa celular. Esta variable como fue mencionado en su oportunidad,
puede ser obtenida a partir de la evaluacion de la curva tipica de crecimiento bacteriano.

Desde el punto de vista de la interaccion de los biopéptidos, en el modelo de Monod, existen dos
variables que tienen un importante papel, tanto desde el punto de vista fisico como quimico. pmax
es referida como la maxima velocidad de crecimiento en un medio quimicamente definido, a
temperatura y pH conocido. El valor de Ks, es inversamente proporcional a la afinidad del
microorganismo por el sustrato de su nicho ecoldgico. De esta forma, se ha observado que,
cuando existe un exceso en la concentracion de un sustrato organico, superior al valor de Ks, se
presenta el fendmeno de crecimiento bien sea exponencial o logaritmico. Por otra parte, si la
densidad celular es mucho mayor que la concentracidn del sustrato, éste ultimo es incapaz de
soportar un incremento significativo en la biomasa. Cuando esto ocurre, la cinética de
desaparicion de un compuesto quimico existente en altas concentraciones es de orden cero, o se
vuelve lineal con el tiempo.

Se han observado dos patrones cinéticos, cuando una sola especie bacteriana es crecida en un
medio con un sustrato mineralizable en concentraciones debajo del valor de Ks.

* No se observa incremento en el nimero de células por la baja concentracion de
sustrato. El nimero inicial de células (indculo) fue demasiado grande con relacion a la
cantidad del sustrato como para permitir apreciar un incremento significativo en la
biomasa. A una biomasa constante con ciertos niveles del sustrato limitante, la
velocidad de crecimiento es proporcional a la concentracién del sustrato, en lo que se
conoce como una cinética de primer orden.

* En un segundo caso se observa, que cuando el tamafio del indculo es pequefio, bajo
estas condiciones la poblacién bacteriana puede desarrollarse, pero a una velocidad
especifica de crecimiento fluctuante, con una disminucion en la concentracién del
sustrato.
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Factores que posiblemente afectan la cinética de biodegradacion de los biopéptidos

Si el biopéptido tiene actividad que favorece la proliferacidon celular, entonces es conveniente
disponer de un modelo que permita analizar su degradacion.

Como se sabe, la persistencia de un compuesto en el ambiente, bien sea en medio liquido o
sélido y su velocidad de degradacion por la actividad microbiolégica, estan determinadas por
algunos factores importantes inherentes tanto al microorganismo como a sus enzimas, para el
caso particular de los biopéptidos, aun es necesario implementar este tipo de modelo in vitro,
para obtener resultados concluyentes:

* Ladisponibilidad del sustrato.
* Lacantidad.

e Elnivel de actividad.

En el primer caso, la disponibilidad del compuesto para el microorganismo, estd determinado por
sus propiedades quimicas observables en el medio de cultivo, como son su solubilidad en agua,
velocidad de disolucién, adsorcién/desorcion (Cork & Krueger, 1991). Por otra parte, en el
segundo caso, se ha observado que la velocidad de biodegradaciéon de compuestos organicos
disponibles, esta directamente relacionado con la cantidad de biomasa microbiana y el nivel de
actividad que ésta presente sobre el sustrato (Anderson, 1984). Adicionalmente se ha
demostrado que algunos factores fisico-quimicos como el pH, temperatura, humedad y
composicion del suelo, son importantes reguladores tanto de la actividad microbiolégica, como
de la velocidad de degradacién del compuesto quimico (Cork & Krueger, 1991). Para los fines
particulares de este tipo de modelo, aun es necesario realizar experimentos concluyentes sobre
la inhibicién o estimulacién de la proliferacion celular de los biopéptidos.

Caracteristicas del sustrato
Estructura

Se ha observado que la alteracidon por minima que sea, de la estructura quimica de un sustrato
organico, afecta su degradacién de manera importante. Por ejemplo, la introduccién de grupos
polares OH, COOH y NH2 pueden proporcionar al sistema microbiolégico de un sitio de ataque
del tipo nucleofilico. Sin embargo, la adicion de grupos alquilicos o alogénicos, pueden favorecer
molecularmente al sustrato al convertirlo en mas resistente a la biodegradacion (Bollag, 1974).
En el caso de los compuestos aromaticos, la velocidad de degradacion, esta relacionada con la
posicion del sustituyente y el grado de sustitucion (Cork & Krueger, 1991).

Solubilidad

De manera general, se considera que los compuestos con una menor solubilidad son mas
resistentes a la degradacion que aquellos compuestos con solubilidad alta. Esto se puede
interpretar como que aquellos compuestos con baja solubilidad no ofrecen una adecuada fuente
de carbono para favorecer el crecimiento de los microorganismos. Por otra parte, una baja
concentracién del sustrato en el ambiente, puede originar un decremento en la velocidad de
penetracién por unidad de tiempo a la célula, lo cual impediria la accién de la maquinaria, sobre
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todo de aquellas enzimas intracelulares que participan en el intercambio energético. Bajo estas
condiciones, los microorganismos que se localizan en substratos con baja solubilidad, deben
evidenciar ciertas modificaciones para hacer frente a esta presion selectiva. Mientras que
algunas bacterias producen emulsificantes, otras originan modificaciones a su superficie celular
para incrementar su afinidad por moléculas hidrofilicas y facilitar su absorciéon. Cuando los
organismos crecen Unicamente a expensas de sustratos solubles, la velocidad de disolucidon
puede limitar su velocidad de degradacién (Cork & Krueger, 1991).

Velocidad de adaptacion

Entender bajo qué mecanismos, los microorganismos responden a las presiones selectivas, en
este caso representadas por la adicidon de biopéptidos al medio de cultivo, es fundamental para
poder predecir los promedios de degradacién o no del hidrolizado peptidico. Se espera que la
degradacion de estos compuestos sea precedida por un periodo de aclimatacion, representada
por la fase lag en la curva tipica de crecimiento. Este periodo para una poblacién microbiolégica,
puede ser afectado por el promedio y la frecuencia de exposicidn al hidrolizado peptidico.

Humedad, temperatura y nutrimentos

La actividad puede ser influenciada por los cambios en ciertos factores fisicos como la
temperatura o el pH. Esta situacion puede determinar que un compuesto potencialmente
metabolizable como son los biopéptidos pueda o no ser utilizado como fuente de carbono o
energia por una o varias poblaciones de microorganismos. Asi mismo otros elementos como el
porcentaje de materia organica, nivel de nutrimentos y humedad, tienen una actividad
reguladora importante sobre la actividad degradativa de los microorganismos.

Generalmente se ha encontrado también, que la velocidad de degradacién de un compuesto esta
relacionado en medios liquidos en los cuales, existe una apropiada cantidad de nutrimentos y de
microorganismos degradadores (Cork & Krueger, 1991).

Efecto proliferativo de hidrolizados peptidicos de Mucuna pruriens en E.coli

Resultados preliminares, obtenidos por el grupo de trabajo de la Red de Biopétidos, conformada
por el cuerpo académico de Fisiologia y Fisiopatologia de la Facultad de Medicina de la
Universidad Autonoma de Morelos y el Cuerpo Académico de Desarrollo Alimentario de la
Universidad de Yucatadn, permiten sugerir la participacion de hidrolizados peptidicos de
Mucuna pruriens, mejor conocido como frijol terciopelo, al favorecer la proliferacion celular.

Las cepas utilizadas fueron Escherichia coli ATCC 8739 NCIMB 50125 y Salmonella abony NCTC
6017 NCIMB 50134, donadas por el Laboratorio de Analisis Clinicos del Hospital del Nifio
Morelense, previamente caracterizadas por su sensibilidad a fluoroquinolonas (FQs). (Wetzstein,
2005). Se utilizaron las enzimas comerciales, Alcalase® y Flavourzyme® de Sigma Chemical Co.,
(St. Louis, MO, USA) y Merck (Darmstadt, Germany), respectivamente, para la hidrélisis de
extractos de M. pruriens con tres tratamientos enzimaticos (Alcalase®, Flavourzyme® y Alcalase®
+ Flavourzyme®) y dos tiempos de hidrélisis (90 y 120 minutos). Estos hidrolizados fueron
obtenidos por los miembros de la Red de Biopéptidos de la Facultad de Ingenieria Quimica de la
Universidad de Yucatan.
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Cada cepa (E.coli ATCC 8739 NCIMB 50125 y S.abony NCTC 6017 NCIMB 50134), fue inoculada
por estria en caja petri con agar Luria Bertani (LB) previamente preparada con una concentracion
final de 3 ug/mL para cada uno de los seis hidrolizados de PBA. La concentracién del farmaco fue
calculada tomando como base la susceptibilidad reportada a FQs (Wetzstein, 2005). En ambos
casos, se inocularon cajas con agar LB sin PBA, como control positivo. Las cajas con el indculo se
incubaron a 379C efectuandose la lectura 24 horas después. No existen reportes previos de la
actividad antibacterial de los PBAs de M.pruriens, por lo cual los resultados reportados en este
trabajo, son inéditos. En cada uno de los tratamientos y su control positivo, se observod
proliferacion de incontables UFC (Unidades Formadoras de Colonias) tanto para las cajas petri
inoculadas con E.coli ATCC 8739 NCIMB 50125 como con S.abony NCTC 6017 NCIMB 50134. Lo
anterior, a pesar de que las concentracion final de cada PBA (3 pug/mL) para cada tratamiento, fue
superior en dos 6rdenes de magnitud a la CMI (Concentracion Minima Inhibitoria) reportada
para ambas cepas (FQs: Sarafloxacina, Pradofloxacaina, Danofloxacina, Difloxacina, Enrofloxacina,
Ciprofloxaciana y Moxifloxacina). Estos datos permiten sugerir que contrario a lo reportado en la
literatura, los PBAs obtenidos por hidrdlisis enzimatica de extractos proteinicos de M.pruriens,
mas que actividad antimicrobiana, podrian estar relacionados con la estimulaciéon de la
proliferacion celular (Figuras 13 y 14), sin embargo es necesario desarrollar mds experimentos en
los modelos biolégicos que se han descrito previamente.

Figura 13. Escherichia coli ATCC 8739 en medio de cultivo agar LB como control positivo (A) y
suplementado (B) con el hidrolizado 5 de Mucuna pruriens

Figura 14. Salmonella abony NCTC 6017 NCIMB 50134 inoculada en medio de cultivo agar LB
como control positivo (A) y suplementado (B) con el hidrolizado 6 de Mucuna pruriens
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4. Conclusion

Los avances metodoldgicos en los procedimientos de cultivos celular, han establecido las
condiciones adecuadas para el cultivo de diferentes poblaciones celulares, entre las que destacan
queratinocitos, células endoteliales, fibroblastos, neuronas, miocitos, hepatocitos, etc. Contar
con las condiciones de propagacién permite establecer poblaciones homogéneas con lo cual es
posible realizar estudios bioquimicos. Los diferentes procedimientos establecidos actualmente
brindan la oportunidad de caracterizar efectos antiproliferativos, antiapoptéticos, citotdxicos,
antioxidantes y efectos antibiéticos que combinados con estrategias experimentales de alta
capacidad y eficiencia (High Throughput Screening, por sus siglas en inglés) adecuadamente
estandarizados tanto de aislamiento, cultivo, caracterizacidn y deteccién de respuestas celulares
o de marcadores selectivos de respuestas celulares abren la posibilidad de identificar nuevos
compuestos con posibles aplicaciones en el campo de la salud, particularmente relevante el
desarrollo de alimentos funcionales con el objetivo de controlar enfermedades crdénico
degenerativas o disminuir sus complicaciones.
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1. Introduccion

Existen en el mercado fuentes proteicas que se producen como subproductos de otros procesos
y que resulta interesante modificar para ampliar su uso y aumentar su valor agregado.

El gluten de trigo representa aproximadamente el 72% de las proteinas del trigo. Es un sub-
producto del proceso de extraccion del almiddn, y estd disponible en grandes cantidades vy
relativamente a bajo costo. Las ultimas cinco décadas han visto el aumento de gluten como
commodity, debido a su produccion a través de la separacién industrial a gran escala del almidén
de trigo, conjuntamente con su secado controlado para retener sus propiedades funcionales. El
gluten seco vital resultante es el mas ampliamente utilizado en productos de panaderia. Sin
embargo, tanto el gluten vital (aquel que conserva sus propiedades viscoelasticas) como el
modificado han encontrando un uso creciente como ingredientes alimentarios, brindando una
gama de propiedades funcionales a un precio mas modesto que el de otros ingredientes
proteicos tales como la leche y las proteinas de soja (Day, Augustin, Batey & Wrigley, 2006).

El gluten vital se usa principalmente en la industria panadera, como mejorador de harinas
débiles o para productos especiales que requieren alta concentracion de gluten. El valor del
gluten en esta aplicacion depende de sus propiedades funcionales de cohesividad,
viscoelasticidad y capacidad de formar films que retienen gas y humedad. Su propiedad cohesiva
mas su habilidad de amoldarse por calor lo hacen util como ligante y texturizante en carnes y en
proteinas vegetales texturizadas (Pecquet & Lauriere, 2003).

En todos estos roles las propiedades funcionales ligadas con la viscoelasticidad o vitalidad del
gluten son de principal importancia (Popineau, Huchet, Larré & Bérot, 2002). Sin embargo, el
gluten posee una baja solubilidad que limita su aplicacion en distintos sistemas alimentarios. Por
este motivo se han estudiado distintas alternativas para modificar su estructura y funcionalidad
como la deamidacion (Mimouni, Raymond, Merle-Desnoyers, Azanza & Ducastaing, 1994), la
acetilacién (Zukowska, Rudnik & Kijeriski, 2008; Majzoobi, Abedi, Farahnaky & Aminlari, 2012) y
la hidrdlisis enzimatica (Drago & Gonzalez, 2001; Kong, Zhou & Qian, 2007a; 2007b). Otros
estudios combinan la hidrdlisis con tratamientos previos, evaluando la susceptibilidad de gluten
modificado por deamidacion a la hidrélisis enzimatica (Liao, Qiu, Liu, Zhao, Ren & Zhao 2010;
Liao, Wang & Zhao, 2012), la hidrdlisis de gluten modificado por extrusién (Cui, Cui, Zhao, Zhao,
& Chai, 2011); tratado térmicamente (Drago, Gonzalez & Afion, 2008a; Wang, Wei, Li, Bian &
Zhao, 2009; Zhang, Claver, Li, Zhu, Peng & Zhou, 2012), tratado por sonicacidn (Jin, Wang & Bian,
2011), entre otros.

Respecto a las propiedades funcionales de hidrolizados de gluten se han estudiado propiedades
de solubilidad y de superficie, tales como espumado y emulsificacién (Drago, Gonzalez & Andn,
2008b y 2011; Kong, Zhou & Qian, 2007b; Wang, Zhao, Yang & Jiang, 2006; Mimouni et al.,
1994), capacidad adhesiva (Nordqvista, Lawtherb, Malmstroma & Khabbazc, 2012) y propiedades
reoldgicas (Zhang, Li, Claver, Zhu, Peng & Zhou, 2010).

Por otra parte, la hidrélisis enzimatica utilizando enzimas comerciales es una de las alternativas
que permiten obtener péptidos bioactivos, conjuntamente con el proceso de fermentacion y la
digestidon gastrointestinal in vivo. Los péptidos funcionales son parcialmente resistentes a la
hidrolisis y son capaces de ejercer un efecto a nivel local en el tubo digestivo, o bien a distancia
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en el organismo, una vez que han ingresado en el sistema circulatorio (Fox & Flynn, 1992; Tirelli,
De Noni & Resmini, 1997). Los péptidos producidos tienen caracteristicas que dependen de la
proteina hidrolizada (sustrato), de la enzima y de condiciones de hidrdlisis (pH, temperatura,
relacién E/S, tiempo) que determinan el grado de hidrdlisis (GH). Los péptidos pueden tener
diferentes tipos de propiedades bioactivas, entre las que se destacan la inhibicion de la Enzima
Convertidora de Angiotensina | (ECA), que puede ser asociada a un efecto anti-hipertensivo, y las
propiedades antioxidantes.

La hipertensidn arterial es un problema de gran importancia socio-sanitaria, y constituye uno de
los principales factores de riesgo cardiovascular (Chockalingam, 2008). Uno de los mecanismos
antihipertensivos es la inhibicion de la ECA I, que desempefia un papel muy importante en la
regulacion de la presion arterial (Torruco-Uco, Dominguez-Magafia, Davila-Ortiz, Martinez-Ayala,
Chel-Guerrero & Betancur-Ancona, 2008).

Los hidrolizados proteicos pueden presentar actividad antihipertensiva por este mecanismo y ser
usados como ingredientes biofuncionales o nutracéuticos, es decir como productos que tienen
un efecto sobre la salud que va mas alla de las propiedades nutricionales.

Por otra parte, los antioxidantes (AO) son adicionados durante el procesamiento de los alimentos
para mejorar su estabilidad y calidad. Estos pueden actuar a través de diferentes mecanismos:
deteniendo la reaccidon en cadena de oxidacién de las grasas mediadas por radicales libres,
eliminando el oxigeno disuelto en el producto o complejando metales traza que facilitan la
oxidacién (Calvo Rebollar, 1991). Los hidrolizados proteicos pueden presentar actividad
antioxidante (AAQ) y ser usados en sistemas de alimentos como aditivos o como ingredientes
nutracéuticos.

Sin embargo, los trabajos referidos a propiedades bioactivas de gluten son escasos. Entre ellos se
puede citar el estudio de propiedades bioactivas AO de péptidos obtenidos por hidrdlisis
enzimatica bajo ultrasonido (Zhu, Su, Guo, Peng & Zhou, 2011), donde observaron que el gluten
hidrolizado bajo ultrasonido de baja frecuencia exhibié las mayores actividades AO, con valores
de capacidad equivalente (ECsy) de 0.513 mg/mL para la capacidad quelante del i6n ferroso.
También se observaron propiedades AO de fracciones ultrafiltradas por membranas de 5 kDa de
corte, de hidrolizados obtenidos utilizando papaina (Wang, Zhao, Zhao & Jiang, 2007). En este
caso tanto las fracciones permeadas como retenidas mostraron actividad AO mayor que el
hidrolizado de origen. Cui, Kong, Hua, Zhou y Liu (2011) también evaluaron propiedades AO de
hidrolizados obtenidos en un reactor con membrana de ultrafiltracién y observaron que las
fracciones permeadas (<1000 Da) fueron homogéneas, estables y mostraron fuerte
actividad AO.

En estos trabajos se evalian la AAO de fracciones obtenidas en un hidrolizado de grado de
hidrdlisis determinado. Sin embargo, no se han encontrado estudios que midan el efecto del
grado de hidrdlisis en las propiedades bioactivas de fracciones obtenidas por solubilizaciéon por
pH de hidrolizados de gluten de trigo.

Los objetivos de este trabajo fueron obtener extractos de hidrolizados proteicos de gluten de
trigo de diferente grado de hidrélisis por medio de fraccionamientos por pH y evaluar la
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presencia de propiedades bioactivas antioxidantes (AAQO) e inhibidora de ECA (propiedades
antihipertensivas) en dichos extractos.

2. Materiales y Métodos

2.1. Gluten

Se utilizd gluten de trigo comercial provisto por Molinos Semino S.A. Carcaraiia - Santa Fe, siendo
su composicion en base seca: humedad: 5.95%, proteinas: 77.20% (factor de conversidn
proteina/ N total = 5.7), almiddn: 13.15%, lipidos: 0.71% y cenizas: 0.83%.

El gluten vital comercial fue tratado térmicamente segun el protocolo de Drago et al. (2008a),
obteniéndose el gluten de trigo tratado térmicamente (GTT).

2.2. Hidrolizados de gluten de trigo

Los hidrolizados de GTT fueron previamente producidos en condiciones definidas de pH,
temperatura y tiempo de hidrdlisis empleando un reactor termostatizado de tipo batch de
800 ml de capacidad. El pH de reaccién fue medido de manera continua utilizando un pHmetro
IQ Scientific Instruments. El ajuste de pH se realizd6 mediante el agregado de base (NaOH) o
acido (HCI). Las enzimas empleadas fueron alcalasa (Al) y acidasa (Ac) utilizando una relacién E/S
de 0.1% y 5%, respectivamente (Drago et al., 2008b).

El avance de la reaccion se siguié mediante el indice de tricloroacético (ITCA) que se determiné
midiendo el N soluble en acido TCA al 20% y se calculd en relacién al contenido de N total en la
muestra (Nwi), segun Ecuacién 1:

100 x N, TCA 20%
ITCA = (1)

total

Ecuacién 1. indice de Tricloro Acético

Para cada enzima se produjeron hidrolizados de tres diferentes grados de hidrélisis con valores
de ITCA de: 14%, 22% y 32.6%.

2.3. Fraccionamiento por pH

Las fracciones proteicas fueron obtenidas por solubilizacién a pHs: 4, 6.5 y 9, segin Drago y
Gonzalez (2001). Para ello, se prepararon soluciones al 2% (p/p) en base seca de los diferentes
hidrolizados y del GTT. El pH se obtuvo por adiciéon de HCl 0.4 mol/ L o NaOH 0.1-3.0 mol/ L. Las
muestras fueron agitadas durante 1h a temperatura ambiente y posteriormente centrifugadas
por 15 min a 8,000xg. Los sobrenadantes (los extractos a cada pH) fueron liofilizados en un
equipo Flexi-Dry™ MP FTS systems.
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2.4. Andlisis de las fracciones

A las fracciones obtenidas por extraccién por pH de los hidrolizados de gluten se les determiné el
contenido de proteinas y aminos libres.

2.5. Determinacion del contenido de proteinas

Se siguid la técnica de Lowry, Rosebrough, Farr y Randall (1951).

2.6. Evaluacion de actividad antioxidante (AAO)

Se utilizd el método propuesto por Pukalskas, van Beek, Venskutonis, Linssen, van Veldhuizen y
de Groot (2002) que utiliza el radical ABTS™, para medios acuosos y que se basa en su
decoloracién por los péptidos antioxidantes. El porcentaje de inhibicion se calculé midiendo la
Absorbancia del ABTS™ (Ab: absorbancia del blanco) y de la muestra (Am) a los 6 min de
reaccion, segun la Ecuacion 2.

(4b- Am)

%Inhibicion del radical ABTS™ = x 100 (2)

Ecuacién 2. Cdlculo del porcentaje de inhibicién del radical catién ABTS™

Para el célculo de la capacidad antioxidante Trolox equivalente (TEAC), el% Inhibicidon se refirid a
mmoles de Trolox utilizando una curva de calibrado de 0.5-3.5 mM de Trolox, y el resultado de
TEAC se expresd como los mmoles de Trolox equivalentes por g de proteinas del extracto.

Se calculé la concentracién que bloquea el 50% del radical ABTS™ (ICs,), asumiendo que la
actividad del blanco es 100%. Las curvas de dosis-inhibicidon se generaron como la concentracion

de inhibidor (abscisa) versus el% de inhibicién del radical ABTS™ (ordenada). La funcién
BoxLucas1 del Software OriginLab 8 (3) ajusté a los datos experimentales:

—b x)

y=a(l—e 3)

Ecuacion 3. Funcidn BoxLucas1 para ajuste a los datos
experimentales de la curva dosis-inhibicion

Siendo:
y:% de inhibicién del radical ABTS™
x: concentracién de la muestra (inhibidor)

ay b: coeficientes de ajuste
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Para obtener el valor de la ICs, correspondiente, se le asigné a y el valor de 50% de inhibicién de
la actividad oxidante y se despejo x de la ecuacidén, que corresponde al valor de la ICs,
(Ecuacidn 4):

In l—ﬂ

a

b (4)

Ecuacion 4. Ecuacion utilizada para el cdlculo
de la ICspde capacidad antioxidante

2.7. Evaluacion de actividad de inhibicion de la Enzima Convertidora de Angiotensina | (ECA 1):
actividad anti-hipertensiva (AAH)

Se siguid la técnica propuesta por Hayakari, Kondo y Izumi (1978). El resultado se expreso segun
las ecuaciones 5y 6.

Actividad ECA = s = Amie) 100 (5)
(AES - ABES)
% deinhibiciondela ECA = 100 - Actividad ECA (6)

Ecuaciones 5y 6. Ecuaciones utilizadas para el cdlculo del porcentaje
de inhibicion de la Enzima Convertidora de Angiotensina | (ECA)

Siendo:

AY5 |3 absorbancia de la mezcla muestra, enzima y sustrato
APME: |3 absorbancia del blanco de muestra.

AF: la absorbancia de la enzima y el sustrato

Agss: la absorbancia del blanco de enzima y sustrato

La concentracién que inhibe el 50% de la actividad de la ECA (ICs) se calculé utilizando el método
propuesto por Vermeirssen, Van Camp y Verstraete (2002), asumiendo que la actividad del
blanco es 100%. Las curvas de dosis-inhibicidn se generaron como LOG [concentracidén de
inhibidor] (abscisa) versus inhibicion de la ECA (ordenada). La funcion DoseResp del Software
OriginLab 8 (Ecuacion 7) ajustd los datos experimentales:
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A2 - Al

Y= Al+ 1+ 1O(L0Gx0—x)p

(7)

Ecuacion 7. Funcion DoseResp para ajuste a los datos
experimentales de la curva dosis inhibicion de ECA |

Siendo:
Y:% de inhibicién de la ECA
x: concentracién de la muestra
LOG x0: LOG ICso
Al: linea de base (equivalente a 100% de actividad de la ECA)
A2: linea de saturacién (equivalente a 100% de inhibicién de la ECA)
p: hill slope (pendiente del centro de transicion de la curva)

El software entrega el valor del coeficiente LOG x0 con el que se puede calcular la ICs, siguiendo
la Ecuacién 8:

IC50 — loLOGxO (8)

Ecuacion 8. Ecuacion utilizada para el cdlculo de la ICs,
de capacidad de inhibicion de ECA |

2.8. Estudios Estadisticos

Todas las muestras se procesaron por triplicado. Se realizé el test de ANOVA (Analysis of
Variance) para determinar diferencias significativas entre muestras (p <0.05) y test de LSD (Least
Significant Difference) para comparacion de a pares al 5% de nivel significancia, utilizando el
Software Statgraphics Centurion XV. EIl ANOVA multifactor se realizd para evaluar los factores:
grado de hidrdlisis y pH de extraccién, siendo las variables de respuesta la actividad antioxidante
y la actividad antihipertensiva.

Otros analisis de regresion simple y algunas representaciones graficas se realizaron por medio de
OriginLab 8 y de la planilla de calculo de Microsoft Office Excel 2007.
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3. Resultados y discusion

3.1. Evaluacion de propiedades bioactivas de hidrolizados de Gluten de Trigo

Como se menciond en materiales y métodos, se elaboraron hidrolizados de gluten de trigo
utilizando dos enzimas diferentes (acidasa y alcalasa) y a tres grados de hidrélisis distintos para
cada enzima (ITCA: 14, 22 y 32.6%). El analisis de las propiedades bioactivas de estos hidrolizados
(actividad antioxidante e inhibidora de ECA) se realizd sobre extractos de pH 4, 6.5 y 9 de cada
uno de estos hidrolizados y de la muestra de partida GTT sin hidrolizar.

3.1.1 Actividad antioxidante

Hidrolizado de gluten de trigo obtenidos con la enzima acidasa (Ac)

Dado que las muestras (extractos liofilizados de los hidrolizados a los 3 pHs seleccionados: 4, 6.5
y 9) no se solubilizaron totalmente en el buffer PBS que se utiliza para la determinacion de la
actividad antioxidante, se prepard una dispersion de los extractos liofilizados en PBS, y a la
fraccidn soluble se le determind el contenido de aminos libres, de proteinas y la actividad
antioxidante. En la Figura 1 se muestran los resultados de actividad antioxidante (AO) de los
distintos extractos.
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Figura 1. Actividad antioxidante de los extractos de los hidrolizados de gluten de trigo
con Ac de ITCA: 14, 22 y 32.6% y del gluten sin hidrolizar tratado térmicamente (GTT).
Letras diferentes implican diferencias significativas entre las muestras (p < 0.05)

Los extractos de los hidrolizados presentaron en general mayor AAO que los extractos de GTT.
También se observd que los extractos de la muestra de ITCA de 14% presentaron los mayores
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valores de AAO, aunque el extracto de pH 4 de la muestra de ITCA de 22% presentd un valor de

AAO, semejante a los extractos del hidrolizado de 14%.

El ANOVA multifactor (Tabla 1) mostré diferencias significativas con el grado de hidrdlisis, siendo
la muestra de ITCA de 14% la de mayor actividad.

Factor GH Actividad AO Grupos Homogéneos
(mmol de Trolox/g de Proteina)
0% 0.264 + 0.007 a
14% 0.328 + 0.007 d
22% 0.306 + 0.006 c
32.6% 0.284 + 0.006 b

Tabla 1. ANOVA Multifactor para la actividad antioxidante (AAO)
segun el factor grado de hidrdlisis (GH) a diferentes valores de pH
de extraccion. Letras diferentes implican diferencias significativas

entre las muestras (p < 0.05)

Si bien algunos extractos de pH presentaron mas actividad que otros, el ANOVA multifactor no
mostré un efecto significativo del pH. Sin embargo, para las muestras de mayor ITCA (22 y
32.6%), los extractos de pH 4 presentaron mayor actividad que a los otros pHs.

Por otra parte, cuanto mayor fue el grado de hidrdlisis mayor fue la solubilidad en PBS de los
extractos liofilizados. Por este motivo, los resultados se expresaron considerando el contenido de
proteina de la dispersién en PBS.
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Figura 2. Actividad antioxidante expresada en mM de Trolox vs.
Concentracion de proteinas en buffer PBS
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Cuando se considero la actividad antioxidante en mM de Trolox, se puede observar que la misma
aumenta con la concentracion de proteina, obteniéndose un valor semejante cuando las
muestras tienen un contenido proteico mayor de 6 g/ L (Figura 2).

La misma tendencia fue observada cuando se graficé la actividad antioxidante en funcion de la
concentracién de aminos libres, observandose valores semejantes a partir de 4.7 mEq L-Ser / L

de PBS (Figura 3).

2;5%

N
o
I

e
(4}
I

o
[0}
I

AQO (mmol de Trolox/ L)
=

0,0

Contenido de aminoslibres (Eq L-Ser/L de PBS)

0,0E+00 2,0E-03

4,0E-03

6,0E-03

8,0E-03

Figura 3. Actividad antioxidante expresada en mM de Trolox vs.
Concentracion de proteinas en buffer PBS

Esto se deberia a que al aumentar el grado de hidrdlisis no sélo aumenta la solubilidad del
hidrolizado sino que también la composicién de los extractos a los distintos pHs se torna

semejante (Drago et al., 2008a).

Muestras pH Solubilidad
4.0 58.04 +0.41¢
GTT 6.5 5.88 +0.13"
9.0 25.58 + 0.888
4.0 80.47 +0.28*"
ITCA 14% 6.5 35.87 +0.06'
9.0 57.77 £0.37¢
4.0 81.01 +0.50°
ITCA 22% 6.5 53.74 +0.32¢
9.0 73.88 + 0.63°
4.0 77.58 +0.16*°
ITCA 32.6% 6.5 67.54 + 0.59>¢
9.0 79.94 + 0.06*

Tabla 2. Solubilidad del gluten sin hidrolizar tratado térmicamente
(GTT) y de los hidrolizados de ITCA (indice de tricloroacético): 14,

22y 32.6%. (Drago et al., 2008a). Letras diferentes implican
diferencias significativas entre las muestras (p < 0.05)
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En la Tabla 2 se muestra la solubilidad a los distintos pH de los hidrolizados (Drago et al., 2008a).
Debido a que la muestra de ITCA 14% tiene menor solubilidad que las otras muestras
hidrolizadas, el extracto de pH 4 de la muestra de ITCA 22% podria considerarse interesante
como fuente de péptidos antioxidantes, ya que permitiria obtener mayores rendimientos en lo
que respecta a su produccion.

Del screening de AAO realizado a todas las muestras, se selecciond el extracto ITCA 22% pH 4
para realizar la determinacién de la concentracién que bloquea el 50% del radical ABTS ™ (ICso). Se
selecciond este extracto de entre aquellos que presentaron mayor valor de actividad AO porque
es el que presenté una mayor solubilidad, lo que permitiria obtener un mayor rendimiento de
péptidos AO a partir de hidrolizados del gluten con la enzima Ac.

En la Figura 4 se pueden observar los valores del% de inhibicién del radical ABTS™ a las distintas
concentraciones en buffer PBS, del extracto de pH 4 del hidrolizado de ITCA 22%.
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Figura 4. Actividad antioxidante del extracto de pH 4 del hidrolizado de gluten con Ac
de ITCA 22%, expresada en% de inhibicién del radical ABTS™ vs. Concentracidn de
proteinas en buffer PBS

En la Tabla 3 se pueden observar los valores obtenidos para los coeficientes de ajuste de los
datos experimentales para el calculo de la ICs,

Ecuacion y =a*(1 - exp(-b*x))
R%-ajustado 0.99978

Valor Error Estandar
Media% Inhibiciéon a 84.2 0.4
Media% Inhibicion b 0.126 0.002

Tabla 3. Valores de ajuste de datos experimentales con la funcion BoxLucas1
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La ICsp obtenida para el extracto de pH 4 del hidrolizado de gluten con Ac de ITCA 22%, fue de
7.1 mg/ ml de PBS.

En resumen, una hidrdlisis suave permitiéd obtener muestras con buenas propiedades AO. Sin
embargo, si la hidrdlisis continua, las propiedades antioxidantes disminuyen. El fraccionamiento
por pH no permitié concentrar la actividad en la muestra de bajo grado de hidrélisis (14%), pero
fue efectiva en los hidrolizados de mayor ITCA, obteniéndose mayor actividad en las fracciones
de pH 4.

Hidrolizado de gluten de trigo obtenidos con la enzima alcalasa (Al)

Para estos hidrolizados se procedié de igual manera que para los hidrolizados de gluten de trigo
con la enzima Ac. Se prepard una dispersion al 1% en PBS, y se le determind la AAO.

En la Figura 5 se muestran los resultados de la AAO de los distintos extractos de los hidrolizados y
de GTT.
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Figura 5. Actividad antioxidante de los extractos de los hidrolizados de gluten de trigo con
Al de ITCA: 14, 22 y 32.6% y del gluten sin hidrolizar tratado térmicamente (GTT). Letras
diferentes implican diferencias significativas entre las muestras (p < 0.05)

En general, los extractos de los hidrolizados presentaron mayor AAO que los extractos de GTT.

El ANOVA multifactor (Tabla 4) mostré diferencias significativas con el grado de hidrélisis, siendo
la muestra de ITCA de 22% la de mayor actividad.

Para los hidrolizados de gluten con Al se observaron diferencias significativas (p <0.05) debidas al
pH de extraccién, siendo el pH 6.5 el que presentd la mayor AAO (Tabla 5). Sin embargo, uno de

los valores mas altos de AAO se observd para el extracto de pH 4 de la muestra de ITCA de 22%.
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Factor GH Actividad AO Grupos
(mmol de Trolox/g de Proteina) Homogéneos
0% 0.259 + 0.005 a
14% 0.275 £ 0.005 b
22% 0.294 + 0.005 c
32.6% 0.272 £ 0.005 a, b

Tabla 4. ANOVA Multifactor para la actividad antioxidante (AAO) segun el
factor grado de hidrdlisis (GH) a diferentes valores de pH de extraccion. Letras
diferentes implican diferencias significativas entre las muestras (p < 0,05)

Factor pH Actividad AO Grupos
(mmol de Trolox/g de Proteina) Homogéneos*
4 0.285 + 0.004 b
6.5 0.301 +0.004 c
9 0.238 £ 0.004 a

Tabla 5. ANOVA Multifactor para la actividad antioxidante (AAO) segun el
factor pH de extraccion a diferentes valores de grado de hidrdlisis. * Letras
diferentes implican diferencias significativas entre las muestras (p < 0.05)

De entre los extractos que presentaron los mayores valores de actividad AO, se seleccioné el
extracto ITCA 22% pH 4 para realizar la determinacion de la concentracion de la ICs
(concentracién que bloquea el 50% del radical ABTS™), a los fines de comparar con el extracto de
pH 4 del hidrolizado de ITCA 22%, obtenido con la otra enzima (Ac).

En la Figura 6 se pueden observar los valores de la AAO expresada en% de inhibicién del radical
ABTS™, con respecto a las distintas concentraciones de las dispersiones en buffer PBS, del
extracto de pH 4 del hidrolizado de ITCA 22% obtenido con Al.

En la Tabla 6 se pueden observar los valores obtenidos para los coeficientes de ajuste de los
datos experimentales para el calculo de la ICs,

Ecuacion y =a*(1 - exp(-b*x))
R%ajustado 0.99541

Valor Error Estandar
Media% Inhibicién a 95 2
Media% Inhibicién b 0.156 0.009

Tabla 6. Valores de ajuste de datos experimentales con la funcion BoxLucas1
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Figura 6. Actividad antioxidante del extracto de pH 4 del hidrolizado de gluten con Al
de ITCA 22%, expresada en% de Inhibicién del radical ABTS™ vs. Concentracién de
proteinas en buffer PBS

La ICso obtenida para el extracto de pH 4 del hidrolizado de gluten con la enzima Al de ITCA 22%,
fue de 4.8 mg/ ml de PBS.

En resumen, una hidrdlisis suave permitié obtener muestras con buenas propiedades AQ, sin
embargo, si la hidrdlisis continla, las propiedades antioxidantes disminuyen. El fraccionamiento
por pH permitié concentrar la AAO de los extractos, obteniéndose mayor actividad en las
fracciones de pH 6.5.

Comparacion de la AAO de hidrolizados de gluten de trigo obtenidos con distintas enzimas

Comparando los valores de AAO obtenidos a las distintas concentraciones utilizadas para
determinar la 1Cso, se puede observar en la Figura 7 que el extracto de pH 4 del hidrolizado de
gluten de trigo de ITCA 22%, obtenido con la enzima Al alcanzé valores de AAO superiores a
aquellos obtenidos con la enzima Ac (aproximadamente un 13% mds). Ademas, el hidrolizado de
Al llega a saturacion a una mayor velocidad, obteniéndose asi un valor de ICs, menor, que implica
una mayor AAO.

Los valores de AAO de los extractos de pH 4 de los hidrolizados de gluten de trigo obtenidos con
Al 0 Ac (ICso = 4.8 y 7.1 mg/ ml, respectivamente) fueron menores a los valores alcanzados en
hidrolizados de proteinas de germen de trigo (ICs, = 1.3 mg / ml) (Zhu, Zhou & Qian, 2006),
hidrolizados de proteinas de garbanzo (ICs, aprox. 1.0 mg / ml) obtenidos con alcalasa (Li, Jiang,
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Zhang, Mu & Liu, 2008), hidrolizado de cafiamo (ICs, = 2.3-2.4 mg/ ml) obtenidos con neutrasa
después de 3-4 h de hidrdlisis (Wang, Tang, Chen & Yang, 2009) y valores similares en
hidrolizados de hemoglobina obtenidos con alcalasa después de 4-10 h (Chang, Wu & Chiang,
2007) e hidrolizados de proteina de canola obtenidos con alcalasa y/o flavorzima (Cumby, Zhong,
Naczk & Shahidi, 2008).

Ademas, el fraccionamiento por pH fue efectivo para concentrar la AAO de hidrolizados con Al,
no ocurriendo lo mismo para todos los hidrolizados obtenidos con la Ac. También fueron
diferentes los grados de hidrélisis que presentaron la mayor actividad entre los hidrolizados de
ambas enzimas, siendo el hidrolizado de ITCA 14% y el de ITCA 22% para los hidrolizados de Acy
Al, respectivamente. En general, se ha observado que la AAO no guarda correlacion con el grado
de hidrélisis (Zhu et al., 2011), aunque esta asociada a la presencia de componentes de bajo peso
molecular (Wang et al., 2007; Cui, Kong et al., 2011; Cumby, Zhong, Naczk & Shahidi, 2011).

— Gluten Ac (IC_=7,1 mg/ml )
—— Gluten Al (IC_=4,8 mg/ml)
100

80

60

40

% de inhibicion del radical ABTS

20

0 T T T T T T
0 5 10 15 20 25 30

Hidrolizado de gluten Ac, Al segun corresponda, ITCA 22%, pH4 (mg/ml)

Figura 7. Actividad antioxidante (AAO) de los extractos de pH 4 de los hidrolizados
de gluten de trigo de ITCA 22% obtenidos con las enzimas Al y Ac, expresada en%
Inhibicion del radical ABTS vs. Concentracion de proteinas en PBS

Las diferencias observadas en la AAO de los hidrolizados se deben a que la naturaleza de los
péptidos obtenidos por fraccionamiento por pH es diferente segin sea la enzima utilizada para
obtener los hidrolizados y al grado de hidrdlisis alcanzado, como fue mostrado por Drago et al.
(2008b).

97



S.R. Drago, PJ. Luggren, J. Vioque Pefia, D.Betancur Ancona, L.Chel Guerrero, R.J. Gonzdlez

Actividad inhibidora de ECA

Hidrolizados de gluten de trigo obtenidos con la enzima acidasa (Ac)

Factor GH Media Grupos homogéneos*
0% -12+3 a
14,0% 53+3 b
22,0% 59+3 b
32.6% 54 +3 b

Tabla 7. ANOVA Multifactor para el% de inhibicion de la ECA segun el factor
grado de hidrdlisis (GH) a diferentes valores de pH de extraccion. * Letras
diferentes implican diferencias significativas entre las muestras (p < 0,05)

En la Figura 8 se muestran los resultados de actividad inhibidora de la ECA, de los distintos
extractos de los hidrolizados de gluten de trigo con acidasa. Los extractos de los hidrolizados
presentaron AAH, mientras que los extractos de GTT no poseen dicha actividad. EI ANOVA
multifactor (Tabla 7) no mostré diferencias significativas con el grado de hidrdlisis, pero si entre
los extractos hidrolizados y aquellos sin hidrolizar (GH 0%).
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GTT ITCA14% ITCA 22% ITCA 32,6%
Extractos

Figura 8. Actividad antihipertensiva de los extractos de los hidrolizados de acidasa de ITCA: 14,
22y 32.6% y del gluten sin hidrolizar tratado térmicamente (GTT). Letras diferentes implican
diferencias significativas entre las muestras (p < 0.05)

Considerando sdélo las muestras que presentaron AAH, se realiz6 el ANOVA multifactor,
relacionando el pH de extraccién con el% de inhibicion de la ECA (Tabla 8).
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Factor pH Media Grupos homogéneos*
4.0 46 12 a
6.5 68+2 c
9.0 53+2 b

Tabla 8. ANOVA Multifactor para el% de inhibicion de la ECA segun el factor
pH de extraccion a diferentes valores de grados de hidrdlisis. * Letras
diferentes implican diferencias significativas entre las muestras (p < 0,05)

Este analisis mostrd un efecto significativo del pH, siendo el pH de extraccién 6.5 el que presentd
mayor actividad y las fracciones proteicas obtenidas a pH 4 las que presentaron una menor
actividad.

De este screening de AAH realizado a todas las muestras, se selecciond el extracto de pH 6.5 del
hidrolizado de ITCA 32.6% para realizar la determinacién de la concentracién de la ICs,. Si bien
todos los extractos a pH 6.5 presentaron mayor AAH, se selecciond esta muestra porque
presenta una solubilidad mayor con respecto a los demas extractos de pH 6.5 (Tabla 2), lo que
permitiria obtener un mayor rendimiento en la obtencién de péptidos inhibidores de ECA de
hidrolizados de gluten con la enzima Ac.

En la Figura 9 se pueden observar los valores de inhibicién de la ECA (%) correspondientes al LOG
de las distintas concentraciones del extracto de pH 6.5 del hidrolizado de ITCA 32.6% obtenido
con acidasa.

En la Tabla 9 se pueden observar los valores obtenidos para los coeficientes de ajuste de los
datos experimentales para el calculo de la ICs,

La ICso obtenida para el extracto de pH 6.5 del hidrolizado de gluten de ITCA 32,6%, obtenido con
acidasa fue de 1.4 mg/ ml.

Ecuacién y = Al + (A2-A1)/(1 + 107 ((LOGx0-x)*p))
RZajustado 0.99718

Valor Error Estandar
Al 14 2
A2 72 2
LOGx0 0.16 0.03
p 1.9 0.3
1Cso 1.4

Tabla 9. Valores de ajuste de datos experimentales con la funcion DoseResp

En resumen, el gluten de trigo tratado térmicamente no presenté actividad inhibidora de ECA. La
hidrdlisis del gluten de trigo permitié obtener productos con buenas propiedades AH, pero no se
observaron diferencias significativas entre los distintos grados de hidrdlisis. El fraccionamiento
por pH permitié concentrar la actividad en las muestras hidrolizadas, obteniéndose mayor
actividad en las fracciones de pH 6.5.
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Figura 9. Inhibicion de la ECA (% ) vs. LOG de la concentracion de proteinas
en mg/ml del extracto pH 6.5 del hidrolizado de ITCA 32,6% de acidasa

Hidrolizado de gluten de trigo obtenidos con la enzima alcalasa (Al)

En la Figura 10 se muestran los resultados de AAH, expresada en% de inhibicion de la ECA, de los
distintos extractos de los hidrolizados de gluten de trigo obtenidos con alcalasa, los cuales
inhibieron la actividad de la ECA, con excepcién del extracto a pH 4 obtenido del hidrolizado de
ITCA 14%. Los valores de Inhibicion de ECA de GTT de los extractos se muestran en la Figura 8, ya
que tanto los hidrolizados obtenidos con la enzima alcalasa como los obtenidos con la enzima
Acidasa partieron de la misma muestra de gluten de trigo.

El ANOVA multifactor que relaciona el grado de hidrdlisis de los extractos con el % de inhibicién
de la ECA (Tabla 10) mostré diferencias significativas (p<0.05) con el grado de hidrélisis, siendo
los extractos de ITCA 22% y 32.6% los que presentaron mayor % de inhibicion de dicha enzima.

Factor GH Media Grupos homogéneos*
14,0% 265 a
22,0% 58+5 b
32.6% 59+5 b

Tabla 10. ANOVA Multifactor para el% de inhibicion de la ECA segun el factor
grado de hidrdlisis (GH) a diferentes valores de pH de extraccion. * Letras
diferentes implican diferencias significativas entre las muestras (p < 0.05)
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Figura 10. Inhibicidén de la ECA (%) de los extractos de los hidrolizados de gluten
obtenidos con alcalasa de ITCA: 14, 22 y 32.6%. Letras diferentes implican diferencias
significativas entre las muestras (p < 0.05)

Evaluando el efecto del pH de extraccidon sobre el% de inhibicion de la ECA (Tabla 11), se
encontrd un efecto significativo del pH, siendo los extractos de pH 6.5 y 9 los que presentaron

mayor actividad.

Factor pH Media Grupos homogéneos*
4.0 335 a
6.5 57+5 b
9.0 53+5 b

Tabla 11. ANOVA Multifactor para el% de inhibicion de la ECA segun el factor pH
de extraccion a diferentes grados de hidrdlisis. *Letras diferentes implican
diferencias significativas entre las muestras (p < 0,05)

De estos tratamientos, se selecciond el extracto de pH 6.5 del hidrolizado de ITCA 32.6% para
realizar la determinacidn de la concentracion de la ICs, (concentracidn que inhibe el 50% de la

actividad de la ECA).

En la Figura 11 se pueden observar los valores del% de inhibiciéon de la ECA con respecto al LOG
de las distintas concentraciones del extracto a pH 6.5 del hidrolizado de alcalasa de ITCA 32.6%.

101



S.R. Drago, PJ. Luggren, J. Vioque Pefia, D.Betancur Ancona, L.Chel Guerrero, R.J. Gonzdlez

60 -

99 A

30 A

45

40 -

35

% de inhibicion de la ACE

[

30

=
-

5
0+ T T T T T T T T T T T T T 1
-04 -0,2 0,0 0,2 04 0,6 0.8 1,0

LOG (Concentracion de Gluten (Al) ITCA 32,6% pH 6,5 en mg/ml)

Figura 11. Inhibicién de la ECA (%) vs. LOG de la concentracidn de proteinas
en mg/ml del extracto de pH 6.5 del hidrolizado de ITCA 32.6% de alcalasa

En la Tabla 12 se muestran los valores obtenidos para los coeficientes de ajuste de los datos
experimentales para el calculo de la ICsp,

Ecuacién y = Al + (A2-A1)/(1 + 107((LOGx0-x)*p))
R%ajustado 0,98221

Valor Error Estandar
Al 28 1
A2 56 2
LOGx0 0.74 0.02
p 10 4
ICso 5.5

Tabla 12. Valores de ajuste de datos experimentales con la funcion DoseResp
La ICso obtenida para el extracto a pH 6.5 del hidrolizado de gluten con alcalasa de ITCA 32.6%
fue de 5.5 mg/ ml.
En resumen, la hidrdlisis del gluten de trigo permitié obtener productos con propiedades AH,
obteniéndose los mejores valores de inhibicidn de la ECA para los extractos obtenidos a partir de

las muestras con mayores grados de hidrdlisis. El fraccionamiento por pH permitié concentrar la
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actividad en las muestras hidrolizadas, obteniéndose mayor actividad en las fracciones de pH 6.5
y pH 9.

Comparacion de la AAH de hidrolizados de gluten de trigo obtenidos con distintas enzimas

Considerando las muestras en las que se evalud la ICso se puede observar en la Figura 12 que el
hidrolizado de gluten de trigo obtenido con la enzima Ac alcanzé valores de AAH superiores a los
obtenidos por el hidrolizado de gluten de trigo obtenido con la enzima Al (aproximadamente un
29% mas). Un dato interesante es que a pesar de ser los perfiles de las curvas muy diferentes
para estos extractos, ambos alcanzaron sus respectivos valores de saturacién a la misma
concentracion de proteina (aprox. 7.9 mg/ ml). A diferencia de lo observado para la AAO, la
fraccidon proteica obtenida con la enzima Ac fue la que presenté la mejor ICs.

7 —— Gluten Ac (IC_= 1,4 mg/ml )
704  ——Gluten Al (IC=5,5 mgiml)
65
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LOG (Concentracion de hidrolizado de gluten Ac, Al segun corresponda,
ITCA 32,6% pH 6,5 en mg/ml})

Figura 12. Inhibicion de la ECA (%) vs. LOG de la concentracion de proteinas
de los extractos de pH 6.5 de hidrolizados de gluten de trigo de ITCA 32.6% obtenidos
con las enzimas Al y Ac

Li, Le, Liu y Shi (2005) han observado que los hidrolizados enzimaticos de proteinas presentan
propiedades de inhibiciéon de la ECA con valores de ICs, que abarcan un rango de 0.20 hasta
246.7 mg/ ml. En el presente estudio, los valores obtenidos de ICs, fueron de 1.4 y 5.5 mg/ml
para los extractos a pH 6.5 de los hidrolizados de gluten de trigo de ITCA 32.6% obtenidos con las
enzimas Ac y Al, respectivamente, y se encuentran en el rango de concentracién que pueden
mediar un efecto antihipertensivo. Similarmente, Castillo, Ferrigno, Acampa, Borrellib, Olano,
Martinez-Rodriguez et al. (2007) observaron valores de ICs, entre 1.4 y 14 mg/ml para
hidrolizados de gluten con distintos tratamientos térmicos y glicosilacion. Sin embargo, Saiga,
Kanda, Wei, Okumura, Kaneko y Nishimura (2002) hidrolizaron gluten comercial con tripsina,
quimotripsina, papaina y actinasa durante 24 h y obtuvieron hidrolizados con valores de ICs, de
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0.31, 0.42, 0.04 y 0.03 mg/ml, respectivamente, de mayor AAH que los obtenidos en este
trabajo.

Como se ha mencionado previamente, el perfil de aminodcidos de los péptidos es importante
para que sean inhibidores de la ECA. En este sentido, ademds de la fuente de proteinas, la
especificidad de la proteasa es otro factor importante a considerar para preparar péptidos
especificos con diversas funciones nutracéuticas.

La alcalasa es una proteasa alcalina de origen bacteriano para uso industrial, que hidroliza los
enlaces peptidicos con amplia especificidad liberando péptidos con aminoacidos hidrofdbicos
como Phe, Tyr, Trp, Leu, lle, Val y Met en su C-terminal (Markland & Smith, 1971). En este
sentido, la proteasa alcalasa es apta para la produccion de péptidos inhibidores de la ECA, vy el
gluten de trigo una buena fuente de proteinas para obtener estos péptidos bioactivos de
acuerdo a los resultados obtenidos en este estudio.

La acidasa es una enzima de origen fungico y de grado alimentario, que de acuerdo al fabricante
es una mezcla de endo y exoproteasas.

El uso de enzimas comerciales de origen microbiano es en general ventajosa por su bajo costo de
produccién industrial, en comparacion con las de origen animal o vegetal como la pepsina, la
tripsina y la papaina, que también se utilizan para la preparacion de los péptidos inhibidores de
la ECA a partir de proteinas (Mullally, Meisel & FitzGerald, 1997; Arihara, Nakashima, Mukai,
lahikawa & Itoh, 2001; Katayama, Fuchu, Skata, Kawahara, Yamauchi, Kawamura et al., 2003).

La eficacia del fraccionamiento por pH para obtener fracciones con propiedades bioactivas
concentradas dependid ademas del pH utilizado, del hidrolizado (enzima empleada) y del GH
alcanzado ya que estos factores determinan la naturaleza de los péptidos obtenidos.

4 Conclusiones

Se obtuvieron resultados interesantes respecto de propiedades bioactivas de hidrolizados,
identificAndose las enzimas mas apropiadas, los grados de hidrdlisis y las condiciones de
fraccionamiento para obtener mezclas de péptidos con buenas propiedades antioxidantes y
antihipertensivas.

Los hidrolizados de gluten de trigo obtenidos con la enzima Acidasa presentaron en general,
valores de inhibicién de ECA superiores a los obtenidos con la enzima Alcalsa. La eficacia del
fraccionamiento por pH para obtener extractos con propiedades inhibidoras de ECA vy
antioxidantes concentradas dependid ademas del pH utilizado, de la enzima utilizada y del GH
alcanzado, factores determinantes de la naturaleza de los péptidos obtenidos.

En este trabajo se puso en evidencia las propiedades antioxidantes de compuestos que podrian
ser utilizados como aditivos en la conservacién de alimentos.

Respecto a los efectos antioxidantaes e inhibidores de ECA, si bien se deberian confirmar con
evaluaciones in vivo, estos estudios dan una indicacién de propiedades bioactivas de hidrolizados
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de gluten de trigo, que podrian incrementar el valor de subproductos de la industria alimentaria
y podrian emplearse en la elaboracion de nuevos alimentos funcionales.
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1. Introduccion

Compuestos oxidantes se producen constantemente en los seres vivos, los cuales pueden
generar dafios en proteinas, lipidos o ADN. Este dafio oxidativo ha sido relacionado con el
desarrollo de diversas enfermedades y con el envejecimiento. Asimismo, tiene gran importancia
en los alimentos pudiendo afectar a su calidad nutrimental y funcional (Vioque & Millan, 2005).
Estudios epidemioldgicos destacan la importancia de los antioxidantes naturales (compuestos
capaces de oxidarse en lugar de otros) en especial en la prevenciéon del cancer y de
enfermedades cardiovasculares. Entre estos antioxidantes naturales se encuentran compuestos
fitoquimicos, como los polifenoles, que han mostrado mayor efecto antioxidante que las
vitaminas C, E o el B-caroteno (Cao, Sofic & Prior, 1996; Eberhardt, Lee & Liu, 2000). Estos
compuestos proporcionan mecanismos para reducir los radicales libres originados por el estrés
oxidativo, que tiene una incidencia directa en el incremento de los riesgos de desarrollar ciertas
enfermedades. Los péptidos antioxidantes pueden limitar también el dafio oxidativo, tanto en
alimentos preparados (usandolos como antioxidantes naturales), asi como al proteger de la
oxidacién a las células del organismo cuando éstos sean ingeridos en la dieta (Vioque & Millan,
2005).

Los péptidos antioxidantes pueden obtenerse a partir de la digestion de proteinas de origen
animal o vegetal, ya sea empleando enzimas enddgenas o exdgenas, fermentacion microbiana,
procesamiento y durante la digestion gastrointestinal (Smaranayaka & Li-Chan, 2011). La
hidrdlisis con enzimas se ha utilizado ampliamente en la produccidn de péptidos antioxidantes a
partir de proteinas alimentarias. Las enzimas comerciales alcalasa™, flavourzima™® y protamex™®
derivadas de microorganismos, asi como la papaina (fuente vegetal) y pepsina-tripsina (fuente
animal) se han empleado también en la produccion de péptidos antioxidantes (Gallegos-Tintoré,
Torres-Fuentes, Martinez-Ayala, Solorza-Feria, Alaiz, Girén-Calle et al., 2011; Pihlanto, 2006;
Sarmadi & Ismail, 2010). En productos alimentarios los péptidos antioxidantes también pueden
producirse por la acciéon de microorganismos o enzimas proteoliticas endégenas (Samaranayaka
& Li-Chan, 2011).

En general, los 20 aminodcidos presentes en las proteinas pueden reaccionar con radicales libres
si la energia de éstos es alta (por ejemplo radicales hidroxilo). Los mas reactivos incluyen los
azufrados Met y Cis, los aromaticos Trp, Tir y Fen y los que contienen anillo imidazol como la His.
Sin embargo, los aminoacidos libres en general no son efectivos como antioxidantes en alimentos
y sistemas biolégicos por lo que la protedlisis extensiva de proteinas alimentarias da como
resultado la disminucion de la actividad antioxidante (Smaranayaka & Li-Chan, 2011; Sarmadi &
Ismail, 2010). La mayor actividad de los péptidos comparada con los aminoacidos libres se debe a
las propiedades fisicoquimicas Unicas conferidas por sus secuencias de aminoacidos. La mayoria
de los péptidos antioxidantes derivados de fuentes alimentarias presentan intervalos de peso
molecular de 500 a 1800 Da, asimismo, a menudo incluyen restos de aminodcidos hidrofébicos
como Val o Leu en el amino terminal asi como Pro, His, Tir, Trp, Met y Cis en sus secuencias.
Saito, Hao, Ogawa, Muramoto, Hatakeyama, Yasuhara et al. (2003) han estimado la actividad
antioxidante de una biblioteca de tripéptidos estructuralmente relacionados con Pro-His-His,
empleando un sistema de peroxidacion del acido linoléico, estos investigadores encontraron que
los tripéptidos que contienen residuos de triptéfano o tirosina en el carbono terminal presentan
una fuerte actividad de captacion de radicales libres. También se ha descubierto que los péptidos
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antioxidantes pueden ejercer un fuerte efecto sinérgico con algunos otros antioxidantes, por
ejemplo, los compuestos fendlicos (Wang & Gonzalez de Mejia, 2005).

1.1. Péptidos quelantes de metales

Ciertos metales como el cobre y hierro, son elementos traza fundamentales que juegan un papel
vital como cofactores de muchas enzimas. Asimismo, se sabe que ciertos aminoacidos como
histidina, metionina y cisteina asi como pequefios péptidos pueden unirse al cobre y permitir su
absorcion a través de un sistema de transporte de aminoacidos (Gaetke & Chow, 2003).

Sin embargo, al igual que ocurre con el hierro, el cobre es capaz de producir especies reactivas de
oxigeno que inducen la rotura de la cadena de ADN vy la oxidacidn de sus bases. También es un
potente catalizador de la oxidacion de las lipoproteinas de baja densidad (LDL) (Burkitt, 2001).
Esta oxidacion puede promover la aterogénesis, al aumentar la transformacion de macroéfagos en
células espumosas y desarrollar propiedades vasoconstrictoras y protrombéticas (Megias, 2008).

Los péptidos quelantes de cobre son ricos en histidina y previenen la actividad oxidativa del
cobre mediante la quelacién del idn metdlico. El anillo de imidazol de este residuo esta
directamente implicado en la unién con el cobre. Por otra parte, también se ha observado que
estos péptidos son ricos en arginina. Aunque este aminoacido carece de propiedades quelantes,
puede que favorezca la unién del péptido con el idn metalico. Por tanto, los péptidos quelantes
de cobre pueden ser utiles no sélo previniendo la actividad oxidativa del cobre que puede dafar
las células del espacio luminal del estdmago, sino que también pueden prevenir la oxidacion de
las LDL inducida por el cobre, si alcanzan el torrente sanguineo también pueden ser utiles en
organos como el cerebro, donde el proceso oxidativo estd implicado en el desarrollo de ciertas
enfermedades. Por ejemplo, en el cerebro existe una modificacién oxidativa de las LDL que ha
sido relacionada con la patogénesis de enfermedades neurodegenerativas (Megias, 2008).

Por lo anterior, en este capitulo se presenta informacidn relevante sobre algunos estudios
llevados a cabo con péptidos antioxidantes obtenidos a partir de proteinas de fuentes vegetales
convencionales y no convencionales.

2. Fuentes convencionales

2.1. Soya (Glycine max L.)

Los péptidos antioxidantes de la proteina de soya estdn compuestos de 3 a 16 aminoacidos
incluyendo los aminoacidos hidrofébicos valina 6 leucina en las posiciones amino terminal asi
como prolina, histidina o tirosina en la secuencia. La capacidad antioxidante de los hidrolizados
de proteina de soya se atribuye a péptidos con secuencia Leu-Leu-Pro-His-His. Asimismo, se ha
identificado como sitio activo la secuencia Pro-His-His; es sabido que los péptidos que contienen
Histidina en su estructura pueden actuar como quelantes de metales, captadores de radicales
hidroxilo y especies reactivas de oxigeno (De Mejia & De Lumen, 2006; Pihlanto, 2008). Distintas
condiciones de hidrélisis (la enzima, temperatura, preparacion de la muestra) dan como
resultado péptidos con diferente actividad antioxidante. Por ejemplo, el tratamiento del aislado
de proteina de soya con las enzimas pepsina, papaina, quimotripsina, alcalasa™®, protamex™* y
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flavorzima™® empleadas por separado, da como resultado hidrolizados con valores de grado de
hidrélisis de 1.7 a 20.6% y actividad antioxidante de 28 a 65% utilizando el método para
cuantificar las sustancias reactivas al acido tiobarbiturico (Thars); para este estudio Liu, Cheny
Lin (2005) obtuvieron los mejores resultados con las enzimas quimotripsina y flavorzima™®. Estos
investigadores han demostrado que la leche de soya fermentada posee una actividad
antimutagénica y antioxidante que puede ser considerada como una de las fuentes mas
promisorias de péptidos antioxidantes. Sin embargo, se necesita realizar mas investigacion para
poder demostrar que los péptidos producidos durante la fermentacion pueden jugar un papel
importante en la actividad bioldgica (Liu et al., 2005).

La capacidad antioxidante de los péptidos de soya, depende de su estructura y se afecta por los
procedimientos de hidrdlisis. Al comparar la actividad antioxidante de 28 péptidos relacionados
estructuralmente con Leu-Leu-Pro-His-His se encontrd que la secuencia Pro-His-His era el sitio
mas activo, lo cual hace pensar que los péptidos que contienen histidina pueden actuar como
quelantes de iones metalicos, captadores de radicales e inactivadores de especies reactivas de
oxigeno (ERO) contribuyendo a su actividad (Wang & Gonzalez de Mejia, 2005). Asimismo, los
péptidos derivados de proteina de soya pueden presentar actividad antioxidante mas alta que la
proteina de la cual provienen, por ejemplo, después de hidrolizar la B-conglicinina y la glicinina,
su actividad de captacién de radicales libres incrementd de 3 a 5 veces (De Mejia & De Lumen,
2006). Se han reportado seis péptidos antioxidantes provenientes de la hidrélisis de
B-conglicinina con Proteasa S (de Basillus sp.) siendo las secuencias mas activas Val-Asn-Pro-His-
Asp-His-GIn-Asn, Leu-Val-Asn-Pro-His-Asp-His-GIn-Asn y Leu-Leu-Pro-His-His (Chen et al., 1995)
(Tabla 1).

Fuente de péptidos Secuencias reportadas Referencia
Leu-Leu-Pro-His-His;
Soya Val-Asn-Pro-His-Asp-His-GIn-Asn; Wang & Gonzalez de Mejia, 2005;
Leu-Val-Asn-Pro-His-Asp-His-GIn-Asn; Chenetal., 1995
Leu-Leu-Pro-His-His
Endospermo de Fen-Arg-Asp-Glu-His-Lis-Lis;
i arroz Lis—His—Afp—Arr)g—GIi—Asp—GIu—Fen Zhang etal., 2010
Garbanzo Asn-Arg-Tir-His-Glu Zhang et al., 2011
Colza Pro-Ala-Gli-Pro-Fen Bing-Zhang et al., 2009
Trp-Pro-Leu;
Val-Pro-Trp;

Trigo Sarraceno Ma et al., 2010

Val-Fen-Pro-Trp
Pro-Trpy Trp

Tabla 1. Secuencias de aminodcidos de péptidos con actividad antioxidante de distintas
fuentes vegetales

La lunasina es un péptido de 43 aminoacidos presente en la proteina de soya, el cual ha
demostrado ser un agente anticancerigeno promisorio, este nuevo péptido puede encontrarse
en intervalos de 0.1 a 1.33 g/100g de harina en diferentes variedades de soya. La lunasina se
encuentra en la fraccion 2S de la proteina de soya, asimismo, otros péptidos de soya con
propiedades similares son los inhibidores de tripsina Kunitz y de Bowman-Birk; en general los
estudios indican que los péptidos hidrofébicos pueden presentar actividad anticancerigena (De
Mejia & De Lumen, 2006; Martinez & Martinez, 2006).
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2.2. Arroz (Oryza sativa L.)

El arroz es un cereal considerado alimento bdasico en muchas culturas. La proteina del
endospermo de arroz es hipoalergénica y contiene una buena cantidad de lisina, la cual es mayor
a la del trigo y maiz. En China con la expansién de la produccién de almidén a partir de arroz, la
proteina del endospermo (aproximadamente el 60-85% de subproducto del proceso) se
encuentra disponible en grandes cantidades y bajo costo. En un estudio llevado a cabo por
Zhang, Zhang, Wang, Guo, Wang y Yao (2010), la proteina desgrasada del endospermo de arroz
se hidroliz6 empleando diferentes proteasas (alcalasa™®, quimotripsina, neutrasa™®, papaina y
flavorasa™®) para obtener péptidos con actividad antioxidante. El hidrolizado enzimatico
obtenido con neutrasa™® mostrd la actividad antioxidante més alta (captacién de radicales libres
DPPH, hidroxil y superdxido) y 86.6% de inhibicidon de la autooxidacién del acido linoléico en
sistemas modelo. Dos diferentes péptidos mostraron fuerte actividad antioxidante, estos se
aislaron del hidrolizado de proteina empleando diferentes métodos incluyendo cromatografia de
intercambio idnico, filtracién en gel y cromatografia liquida de alta resolucién en fase reversa,
estos fueron identificados por espectrometria de masas MALDI-TOF/TOF con las secuencias
Fen-Arg-Asp-Glu-His-Lis-Lis (959.5 Da) y Lis-His-Asp-Arg-Gli-Asp-Glu-Fen (1002.5 Da) (Zhang et al.,
2010). Posteriormente, el primero se sintetizé y se determiné la actividad antioxidante en un
sistema modelo de acido linoléico y mediante sistemas celulares. Los resultados confirmaron la
actividad del péptido por lo que se concluye que es factible producir antioxidantes naturales a
partir de la proteina del endospermo de arroz (Tabla 1).

2.3. Maiz (Zea mays L.)

La zeina es una proteina soluble en alcohol, la cual es un subproducto del proceso de obtencién
de almidén de maiz. Zhu, Chen, Tang y Xiong (2008), evaluaron el potencial antioxidante de
hidrolizados obtenidos a partir de la digestiéon de esta proteina con alcalasa™®, y posterior
tratamiento con pepsina/pancreatina. Los hidrolizados se fraccionaron por cromatografia liquida
de alta resolucion y se determind la actividad antioxidante de los hidrolizados y las fracciones
peptidicas obtenidas. Los resultados mostraron que la digestion in vitro del hidrolizado de
proteina de zeina contenia hasta un 16.5% de aminodcidos libres con péptidos cortos (<500 Da).
Las fracciones peptidicas ricas en di, tri y tetrapéptidos (1-8mg/ml de proteina) tienen una
actividad antioxidante comparable e incluso mayor a la de 0.1mg/ml de acido ascérbico o
Butilhidroxianisol (BHA). Sin embargo, la secuencia de los péptidos responsables de la actividad
no ha sido reportada.

2.4. Garbanzo (Cicer arietinum L.)

Zhang, Li, Miao y Jiang (2011) reportan la purificacion de un péptido con actividad antioxidante
obtenido a partir del hidrolizado de proteina de garbanzo digerido con alcalasa™, el péptido se
obtuvo por separacién del hidrolizado mediante Sephadex™® G-25, siendo la fracciéon de menor
peso molecular la que presentd la mayor actividad antioxidante. Asimismo, la secuencia de
aminodcidos del péptido se identific6 como Asn-Arg-Tir-His-Glu con peso molecular de 717.37 Da
y radio molar 1:1:1:1:1 para los cinco aminodacidos en la secuencia. Este péptido presentd
actividad de captacion de radicales libres DPPH, hidroxilo y superdxido, ademas de actividad
quelante de hierro y cobre con valores de 76.9 y 63% respectivamente, evaluando una
concentracion del péptido de 50 ug/mL. Ademas la inhibicidén de la peroxidacion lipidica resultd
ser mayor al estandar de a-tocoferol. El radio de inhibicidn de la autooxidacién del acido linoléico
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fue de 88.8% a los ocho dias del andlisis. Por otra parte, Torres-Fuentes, Alaiz y Vioque (2011)
fraccionaron un hidrolizado de proteina de garbanzo (obtenido mediante tratamiento con
pepsina/pancreatina) empleando una columna de afinidad con cobre inmobilizado. Estos
investigadores reportan un valor de quelaciéon de 28, 36.7 y 45% evaluando 60 ug de cada
fraccidn (F1, F2 y F3). La fraccion F1 presentd alto contenido de Lis (11.5 g/100g de proteina) y
Arg (24.9 g/100g) mientras que las fracciones F2 y F3 presentaron un alto contenido de His (17.4
y 22.9 g/100g respectivamente) existiendo una correlacidn positiva entre el contenido de este
aminoacido y la capacidad quelante de cobre. Estas fracciones fueron posteriormente separadas
por cromatografia de filtracion en gel y las subfracciones obtenidas se analizaron, obteniendo los
valores mas altos de quelacion para F2B, F2D, F3D y F3E por arriba del 80% evaluando 30 ug de
muestra; el peso molecular de estas subfracciones fue de 1205, 105, 308 y 162 Da
respectivamente. Estos resultados muestran que los péptidos quelantes generados durante la
digestidon de la proteina de garbanzo pueden prevenir la generacion de ERO vy favorecer la
absorcion de minerales (Tabla 1).

3. Fuentes no convencionales

3.1. Amaranto (Amaranthus spp.)

El amaranto es una semilla perteneciente a la familia Amarantaceae, es un cultivo americano
ancestral que fue utilizado por los mayas, aztecas e incas. Es considerado un seudocereal y
contiene alto valor nutritivo con alto contenido de proteina (15-17%) y excelente balance de
aminoacidos. Se ha descrito la presencia en semillas de amaranto, de algunos fitoquimicos como
lectinas, polifenoles, saponinas, inhibidores de tripsina y fitatos con efectos fisioldgicos en
humanos (Guzman-Maldonado & Paredes-Lépez, 1998). También se han reportado algunas
actividades bioldgicas de sus proteinas, tales como la disminucién del contenido de colesterol,
debido a la ingesta de sus semillas o extrudidos (Plate & Aréas, 2002). Referente a las
propiedades antioxidantes, esta actividad se ha atribuido a los compuestos polifendlicos y al
escueleno presentes en la planta. Sobre la actividad antioxidante de proteinas o péptidos de
amaranto (Amaranthus mantegazzianus), Tironi y Afion (2010) han demostrado la presencia de
péptidos y polipéptidos solubles los cuales poseen actividad de captacion de radicales libres. Las
moléculas activas se distribuyen en las diferentes fracciones (Albuminas, Globulinas y Glutelinas)
siendo la fraccidon de glutelinas la que presenté mayor actividad. Asimismo, la hidrdlisis con
alcalasa™® mejord la actividad antioxidante tanto del aislado como de las fracciones. Los péptidos
antioxidantes con peso molecular menor a 500 Da fueron los mas activos y la fraccién peptidica
con peso molecular menor a 250 Da no presentd una buena capacidad de captacidn de radicales
libres pero si considerable capacidad para prevenir la oxidacion del acido linoléico, sin embargo
hasta el momento la secuencia de aminoacidos no ha sido reportada.

3.2. Trigo Sarraceno (Fagopyrum esculentum Moench)

Es un grano de uso tradicional considerado como una fuente de alimentos funcionales debido a
los estudios cientificos que relacionan el consumo de sus proteinas con beneficios para la salud,
como reduccién del colesterol, inhibicion de tumores y regulacion de la hipotensidon. Sus
propiedades se relacionan con la capacidad de captacidon de radicales libres de sus productos de
digestidon proteica, por lo que existe la hipotesis de que durante la hidrélisis se liberan
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fragmentos peptidicos capaces de estabilizar las especies reactivas de oxigeno e inhibir la
oxidacion lipidica (Ma, Xiong, Zhai, Zhu & Dziubla, 2010). Estudios realizados por Chuang-He,
Jing, Da-Wen y Zhong (2009) demuestran que los productos de hidrdlisis del aislado proteico de
trigo Sarraceno obtenidos con alcalasa™® presentan excelente actividad antioxidante como
captacion de radicales libres, poder reductor e inhibicion de la peroxidacién del acido linoléico,
esto se debe a que las proteinas son ricas en compuestos polifendlicos. Asimismo, Ma et al.
(2010) hidrolizaron la misma proteina empleando pepsina y pancreatina, encontrando que el
hidrolizado obtenido a las 2h de digestidon con pancreatina, presenté la actividad antioxidante
més alta, posteriormente este hidrolizado, se fracciond con Sephadex™® G-25 mediante filtracién
en gel. De las seis fracciones colectadas, las fracciones IV (456 Da) y VI (362 Da) mostraron la mas
alta actividad de captacién de radicales ABTS, por ultimo se identificaron las secuencias de los
péptidos como Trp-Pro-Leu, Val-Pro-Trp y Val-Fen-Pro-Trp (IV) con masas de 415, 401 y 548 Da
respectivamente, Pro-Trp (V) y Trp (VI) siendo estos los mas prominentes para cada fraccion
(Tabla 1).

3.3. Colza (Brassica napus L.)

Bing-Zhang, Wang vy Ying-Xu (2009) a partir de una fraccién peptidica de proteina de colza
(obtenida con alcalasa™®) identificada como RP55 y empleando cromatografia de intercambio
anidnico, obtuvieron tres fracciones (E1, E2 y E3) las cuales presentaron actividad antioxidante
mayor a la de la fraccidn original. La fraccidon E2 con el mayor contenido de proteina se purifico
secuencialmente con cromatografia de filtracion en gel y cromatografia liquida de alta resolucion
en fase reversa, encontrando que la dosis efectiva media para el radical DPPH fue 0.063 mg/mL,
identificando la secuencia mediante espectrometria de masas como Pro-Ala-Gli-Pro-Fen con
peso molecular de 487 Da. Este péptido contiene dos residuos de Pro, los cuales se piensa
contribuyen considerablemente en la actividad antioxidante, por ejemplo de péptidos de soya o
leches fermentadas (Bing-Zhang et al., 2009) (Tabla 1).

3.4. Piiidn mexicano (Jatropha curcas L.)

El pifidn mexicano es una planta originaria de México y América central perteneciente a la familia
Euphorbiaceae (Carels, 2009; Martinez-Herrera, Martinez-Ayala, Makkar, Francis & Becker, 2010),
la planta se cultiva para producir aceite, sin embargo debido al contenido de aminoacidos
aromaticos en su proteina, la pasta residual resultante del proceso de obtencidn de aceite es una
fuente importante de péptidos antioxidantes. Gallegos-Tintoré et al. (2011) determinaron la
actividad antioxidante y quelante del hidrolizado obtenido a partir de la digestion del aislado
proteico de J. curcas con alcalasa"™ (50 min de digestion, grado de hidrdlisis (GH) 31.7%),
encontrando valores de captacidon de radicales libres DPPH de 45.5%, poder reductor de 0.24
(evaluando 1mg de proteina), inhibicion de oxidacion del B-caroteno de 63.2% (evaluando 500
g de proteina), quelacion de cobre 65.6% y hierro de 62.7% (evaluando 200 ug de proteina).

Las actividad también se determind en fracciones peptidicas provenientes del fraccionamiento
del hidrolizado mediante cromatografia de filtracién en gel (FPLC). En general, las fracciones de
bajo peso molecular presentaron la mayor actividad, siendo ésta superior a la de los hidrolizados,
con inhibicién de la oxidacién del B-caroteno de 91% y quelacién de cobre de 90.6% (evaluando
100 ug de proteina), lo cual estuvo correlacionado con su alto contenido de aminoécidos
antioxidantes y quelantes como la His, Arg, Tir y Fen. Las masas moleculares (MM) de los
péptidos se identificaron mediante espectrometria de masas MALDI-TOF, encontrando péptidos
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con intervalos de masa molecular entre 889-1535, 821-1330 y 879-1368 Da, sin embargo hasta el
momento la secuencia de aminodcidos de los péptidos no ha sido reportada.

4. Perspectivas para el uso de péptidos antioxidantes

Andlogamente a otros sistemas bioldgicos, el dafio oxidativo también tiene gran importancia en
los alimentos. Una consecuencia habitual es la peroxidacién lipidica que produce rancidez,
aparicion de sabores inaceptables para el consumidor y disminucién de la vida comercial del
producto. Para evitar estos efectos negativos, en la industria alimentaria se emplean
antioxidantes. Los mds utilizados son antioxidantes sintéticos como Butilhidroxitolueno (BHT) y
Butilhidroxianisol (BHA), pero debido a que recientemente se ha descrito la posible toxicidad de
estos compuestos sobre el organismo humano, se ha potenciado la busqueda de antioxidantes
de fuentes naturales (Liu et al., 2005). Entre estos hay que destacar compuestos fendlicos, como
tocoferol o vitamina E, carotenoides y catequinas. Estos antioxidantes naturales presentan
algunas desventajas; su capacidad antioxidante es mas baja y la mayoria de ellos (carotenoides y
compuestos fendlicos) son insolubles en agua (Megias, 2008).

Los hidrolizados proteicos y fracciones peptidicas pueden emplearse como ingredientes
funcionales en sistemas alimentarios para reducir los cambios oxidativos durante el
almacenamiento. Varios estudios reportan la actividad antioxidante de hidrolizados proteicos y
péptidos aislados de diversas fuentes. Los caseinofosfopéptidos derivados de la digestion triptica
de la caseina se han incorporado a cereales para el desayuno, panes, pastas, chocolate, jugos, té
y mayonesa (Smaranayaka & Li-Chan, 2011). Los péptidos producidos por hidrdlisis enzimatica
son capaces de prevenir la modificacion oxidativa de proteinas intactas. Por ejemplo, los
hidrolizados de proteina de papa minimizan el dafio a la cadena aminoacidica y los cambios
estructurales en proteinas miofibrilares expuestas a grupos hidroxilo reactivos generados por
sistemas oxidativos (Wang & Xiong, 2008). Los antioxidantes obtenidos a partir de diferentes
fuentes alimentarias se comercializan para la formulacidn de productos topicos empleados en la
prevencion del envejecimiento y el dafio en la piel ocasionado por las radiaciones UV, asi como
para tratar las arrugas y el eritema ocasionado por la inflamacién, sin embargo, el empleo de
estos péptidos antioxidantes como cosméticos no es muy comun (Smaranayaka & Li-Chan, 2011).

Por ultimo, en los Estados Unidos de Norteamérica, los hidrolizados de proteina vegetal han sido
incorporados como aditivos en alimentos especificos y se permite su utilizacion como
ingredientes en la mayoria de los paises. Sin embargo, cuando el proceso de manufactura del
hidrolizado o la fraccion peptidica especifica conduce a un cambio significativo en composicidn,
estructura, o nivel de sustancias indeseables que afecten el valor nutritivo, el metabolismo o la
seguridad, el producto en cuestiéon debera ser evaluado por un panel de expertos antes de
introducirse al mercado. Ademds, el amargor y algunos otros problemas organolépticos
potenciales, asi como la estabilidad de los péptidos antioxidantes durante el procesamiento del
alimento, deberan ser evaluados antes de incorporar un hidrolizado proteico de interés a un
alimento (Smaranayaka & Li-Chan, 2011).
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5. Retos

Pocos productos comerciales estan disponibles a la fecha, lo cual se atribuye a una variedad de
razones como la escasez de los ensayos clinicos (para confirmar la bioactividad, eficacia y
seguridad), alto costo de produccion, problemas en la preparacion, reproducibilidad del
producto, amargor, color y otros problemas organolépticos (Smaranayaka & Li-Chan, 2011).

Es importante estudiar las propiedades tecno-funcionales de las fracciones peptidicas y como
esos péptidos pueden retener sus actividades antioxidantes en diferentes matrices alimentarias.
Los péptidos antioxidantes tienen la habilidad de interactuar con otros componentes de la matriz
alimentaria como carbohidratos y lipidos, por lo que estos pueden perder su actividad durante el
procesamiento del alimento. Adicionalmente, las secuencias peptidicas antioxidantes de interés
podrian presentar efectos sinérgicos o antagdnicos con otros antioxidantes y/o metales traza
presentes en el alimento asi como sistemas bioldgicos e incluso actuar como pro-oxidantes bajo
ciertas condiciones. Esos factores deberian ser considerados cuidadosamente para posibles
aplicaciones. Comparados con los péptidos aislados puros los extractos que contienen péptidos
crudos o semipurificados son mas factibles para su empleo en productos alimenticios. Ademas,
los extractos crudos pueden contener varios péptidos diferentes que pueden actuar
sinérgicamente para ejercer accion antioxidante. Por otro lado, otros componentes como los
pigmentos y lipidos traza en extractos crudos pueden causar problemas de color y sabor. El reto
mas grande para esta linea de investigacion es el establecimiento del potencial bioactivo asi
como la identificaciéon de los mecanismos mediante los cuales estos péptidos pueden ejercer su
actividad bioldgica. También es importante saber cual es el destino de los péptidos antioxidantes
durante su paso a través del tracto gastrointestinal, asi como establecer biomarcadores para la
evaluacién de su actividad antioxidante invivo. Asimismo, deben investigarse las posibles
estrategias para incrementar la permeabilidad celular de péptidos antioxidantes derivados de
alimentos (Smaranayaka & Li-Chan, 2011).

6. Conclusiones

Los péptidos antioxidantes obtenidos a partir de proteinas de origen vegetal, convencionales o
alternas, mediante enzimas de origen vegetal, animal o microbiana, tienen gran potencial de
empleo en el desarrollo de antioxidantes seguros para la industria de alimentos y farmacéutica,
sin embargo, serd necesario estudios a otro nivel para conocer su actividad antioxidante in vivo
asi como posible toxicidad para el ser humano, lo que se ha vuelto un tema de relevancia en los
trabajos de investigacidn recientes.
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1. Introduccién

Las enfermedades cardiovasculares (ECV) son la principal causa de muerte en todo el mundo, se
calcula que en el 2008 murieron por esta causa 17.3 millones de personas, lo cual representa un
30% de todas las defunciones registradas a nivel mundial en dicho afio. Las muertes por ECV
afectan por igual a ambos sexos y mds del 80% se producen en paises en desarrollo. Se calcula
que para el 2030 moriran cerca de 25 millones de personas por ECV y se considera que seguiran
siendo la principal causa de muerte (Montero-Granados & Monge-Jiménez, 2010). De acuerdo
con datos de la Organizacion Mundial de la Salud, 5 mil millones de personas padecen caries
dental, lo que equivale aproximadamente a un 80% de la poblacién mundial; en América Latina
el porcentajes se incrementa al 96% de la poblacién (Gonzélez-Sanchez, Martinez-Naranjo,
Alfonzo-Betancourt, Rodriguez Palanco & Morales-Martinez, 2009). Actualmente en México, las
enfermedades cardiovasculares (trombosis) y bucales (caries), afectan a un elevado porcentaje
de la poblacion. Las enfermedades isquémicas del corazon, incluidas trombosis arterial y venosa,
son la primera causa de muerte a nivel nacional (NAAIS, 2005). En lo que respecta a los
problemas bucales, el porcentaje de personas con caries en el pais es muy elevado. Datos de la
Encuesta Nacional de Caries 1997-2001, indican que entre el 85y 95% de la poblacion infantil y
juvenil presenta uno o varios drganos dentarios afectados por los procesos cariosos (Canseco,
2001).

Desde el punto de vista terapéutico, para el tratamiento de la trombosis se emplean durante
tiempos prolongados fdrmacos con efecto anticoagulante y para la caries, tratamientos
odontolégicos que incluyen la remocidn parcial o total del material dental afectado. Los farmacos
antitrombdticos presentan una serie de efectos secundarios tales como hemorragias,
neutropenia (reduccidn de granulocitos), trombocitopenia (reduccion de plaquetas) y toxicidad
hepdtica (Arzamendi, Freixa, Puig & Heras, 2006). En el caso de los tratamientos odontoldgicos,
estos resultan poco accesibles sobre toda para ciertos estratos socioecondmicos de la poblacion
(Canseco, 2001). En este sentido cobra mayor importancia la prevencion de dichas patologias,
sobre todo desde el punto de vista dieta-salud. En este sentido, en los ultimos afios, el estudio de
las proteinas de los alimentos como componentes beneficiosos, no solo desde un punto de vista
funcional o nutricional, esta recibiendo una gran atencion. En este sentido, se viene investigando
la presencia de diferentes péptidos bioactivos en proteinas de diversos tipos de alimentos, los
cuales tienen la capacidad de actuar de manera beneficiosa sobre diversos procesos fisioldgicos
del organismo. Los péptidos bioactivos son secuencias de aminodacidos de pequefio tamafio,
entre 2 y 15 aminoacidos, inactivas dentro de la proteina intacta pero que pueden ser liberados
durante la digestion del alimento en el organismo del individuo (Vioque, Sanchez-Vioque,
Clemente, Pedroche, Yust & Millan, 2000). También, las proteinas de los alimentos pueden
digerirse de manera artificial en el laboratorio mediante el uso de reactores de hidrdlisis
enzimatica para liberar los péptidos bioactivos. Estos péptidos, una vez purificados o
concentrados, podrian afadirse a otros alimentos para su ingesta, obteniéndose de esta forma
alimentos funcionales, los cuales pueden ayudar en el tratamiento o prevencién de ciertas
patologias crénico degenerativas (Segura-Campos, Chel-Guerrero & Betancur-Ancona, 2010).
Estudios recientes, como los realizados por Warner, Kanekanian y Andrews (2001), Cai, Shen,
Morgan y Reynolds, (2003) y Aimutis (2004), han demostrado que péptidos presentes en la leche
y en el suero lacteo, presentan actividad antitrombdtica y anticariogénica. La actividad bioldgica
de los péptidos antitrombéticos estd relacionada con su similitud estructural con la cadena 7y del
fibrindgeno humano, de forma que entran en competencia con los receptores plaquetarios
superficiales, inhibiendo asi la agregacion que da lugar a la formacion de trombos (Baro, Jiménez,
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Martienez-Férez & Bouza, 2001). Algunos péptidos presentan capacidad anticariogénica debido a
la carga negativa de los aminoacidos que los constituyen, principalmente los que tienen unidos
grupos fosfatos, de esta forma presentan un sitio para quelar minerales; es asi como el efecto
anticariogénico se presenta a través de la recalcificacién del esmalte dental (Aimutis, 2004). Las
proteinas son ampliamente utilizadas en la formulacion y procesamiento de alimentos como
ingredientes, por su importancia nutrimental, sensorial y aplicacién tecnoldgica. Debido a lo
anterior y a la creciente busqueda de los consumidores por alimentos e ingredientes funcionales,
es necesario proveer productos que satisfagan estas necesidades y que aporten un valor
agregado a la salud por medio de compuestos que potencialicen o agreguen diversas
propiedades a los nuevos alimentos, ya sean de caracter funcional, nutrimental o bioactivo.
Como las proteinas animales, tradicionalmente empleadas por su gran valor nutritivo y
propiedades funcionales, son dificiles de adquirir debido a su elevado costo de produccidn, ha
sido necesario buscar alternativas de menor costo, de fuentes regionales y con la viabilidad de
reducir los riesgos de enfermedades crdnicas, siendo las proteinas vegetales la mejor alternativa.
En este contexto, destacan las leguminosas, como Phaseolus lunatus (Figura 1), la cual se cultiva
en el sureste mexicano y es considerada una importante fuente de nutrientes, ya que posee un
contenido de proteina de 21 a 26%, carbohidratos de 55 a 64%, grasade 1a2.3%y fibra de 3.2
a 6.5%, ademas de un alto contenido de minerales como K, Zn, Ca, Fe (Betancur, Gallegos & Chel,
2001). Considerando lo anterior, el objetivo del presente estudio fue evaluar la actividad
bioldgica antitrombdtica y anticariogénica de hidrolizados proteinicos de Phaseolus lunatus,
obtenidos via hidrdlisis enzimatica in vitro.

copyright Henriette Kress
http://www.henriettesherbal.com

Figura 1. Planta de frijol lima (Phaseolus lunatus)
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2. Materiales y métodos

2.1. Obtencion de la harina de P. lunatus

Se emplearon granos de P. lunatus provenientes de la cosecha 2012 del estado de Yucatdn,
Meéxico. Los granos se limpiaron y se seleccionaron lo que no presentaron ningln tipo de dafio
fisico para molerlos. La harina obtenida se tamizo a través de mallas tamafio 80 (0.117mm) y 100
(0.149 mm) hasta obtener una harina con particulas menores a 0.149 mm.

2.2. Obtencidn del concentrado proteinico de P. lunatus

Se empled el método reportado por Betancur et al. (2004). La harina se dispersé en agua
destilada en una relacién 1:6 p/v y se ajusté el pH a 11 con NaOH 1.0 N. La dispersion se agité
por 1 h a 400 rpm, posteriormente la suspension se filtrd a través de tamices de malla 80
(0.177mm) y 100 (0.149 mm) para eliminar la fibra. El residuo sélido se lavé cinco ocasiones con
agua destilada (1:3, p/v), recuperando y mezclando el agua de lavado con el sobrenadante de la
suspension inicial. Se dejo reposar a temperatura ambiente por 1 h para precipitar el almiddn. El
sobrenadante rico en proteina se decantd. El pH del sobrenadante se ajusté con HCl 1.0 N a su
punto isoeléctrico (4.5), la solucidn se centrifugd a 4500 x g por 30 min. El precipitado se secé a
-47°Cy 13 x 10° mbar en una liofilizadora.

2.3. Composicion proximal de la harina y el concentrado proteinico de P. lunatus

Se determind de acuerdo con los métodos de la AOAC (1997): Humedad (Método 925.09) secado
en estufa a 105 °C hasta peso constante. Cenizas (Método 923.03), residuo inorganico resultante
de la incineracion a 550°C hasta la pérdida total de materia organica. Grasa cruda
(Método 920.39), lipidos libres extraidos con hexano en un sistema Soxhlet. Proteina cruda
(Método 954.01), por el método Kjeldahl, por digestion acida y destilacién alcalina, usando 6.25
como factor de conversién de nitrégeno a proteina. Fibra cruda (Método 962.09), residuo
organico combustible e insoluble que se obtiene después de que la muestra fue sometida a
digestiones acida y alcalina. Extracto libre de nitrégeno (ELN), se calculé por diferencia.

2.4. Hidrdlisis del concentrado proteinico

Para la hidrdlisis se empled pepsina de mucosa gastrica porcina (Sigma-Aldrich, P7000), con una
actividad enzimética > 250 unidades/mg de sdlido. La reaccion se efectud de acuerdo con la
metodologia reportada por Vioque, Megias, Yust, Pedroche, Lquari, Girén-Calle et al. (2004). El
tiempo de reaccién fue de 10 min, la concentracion de sustrato del 4%, la relacidn
enzima:sustrato 1:10, la temperatura de 37°Cy el pH de 2. La reaccién se efectud en un vaso de
precipitado de 2 L colocado en un bafo de agua, el volumen de la suspension fue de 1 L. La
agitacion se efectud a 300 rpm, se empled un termémetro para determinar la temperatura de
hidrdlisis, asi como un electrodo para establecer el pH y poder ajustarlo con NaOH 0.1N o HCI
0.1 N. La hidrdlisis se detuvo colocando la muestra en un bafio a 80°C durante 20 min, finalmente
se centrifugd a 10,000 x g por 20 min, la porcidn soluble se conservd en congelacion (Pedroche,
Yust, Girédn-Calle, Alaiz, Millan & Vioque, 2002).
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2.5. Determinacion del grado de hidrolisis

El porcentaje del grado de hidrdlisis (%GH) se determind empleando la metodologia propuesta
por Nielsen, Petersen y Dambmann (2001). Inicialmente, se prepard una solucidn de L-serina en
agua destilada (1.004 mg/mL). De dicha solucidn se tomaron 150 pL y se afiadieron 1500 plL de
agua desionizada para preparar una solucion estandar de serina 1:10 (v/v). Se obtuvo una curva
de calibracion, empleando como testigo diferentes volimenes de la dilucion 1:10 de la solucion
de L-serina y 1.5 mL del reactivo OPA. Las absorbancias fueron empleadas para hallar los
equivalentes de aminos liberados por la hidrdlisis. Se utilizé la ecuaciéon de la curva de calibracion
y se aplico la siguiente formula: %GH = (h/h:) x 100. Dénde:

h = concentracidn de grupos aminos libres expresada como meq/g de proteina.

hit = NUmero total de enlaces peptidicos presentes en las proteinas de P. lunatus. 4.9.
2.6. Determinacion de actividades bioldgicas in vitro

Actividad antitrombadtica

La agregacion plaquetaria se determindé segun el método de Miyashita, Akamatsu, Ueno,
Nakagawa, Nishumura, Hayashi et al. (1999). Se empled sangre humana fresca proporcionada
por voluntarios. La sangre colectada, se colocé de inmediato en tubos Vacutainer® (4.5 mL) con
citrato de sodio para evitar la coagulacién. Luego se centrifugaron a 1000 x g durante 15 min
dando lugar al plasma rico en plaquetas (PRP) como sobrenadante. La fase residual se centrifugd
de nuevo pero a 3500 x g durante otros 15 min, para obtener el plasma pobre en plaquetas
(PPP). Posteriormente al PRP se le realizdé un ajuste de plaquetas a 300.000/uL (PA) empleando
un citdmetro hemdtico marca, para determinar el nimero de plaquetas presentes en el PRP y
cual serd el volumen requerido para preparar el plasma ajustado (PA).

Se utilizé la férmula V1C1 = V2C2, donde:
V1: volumen de PRP
C1: concentracion de plaquetas iniciales (después de centrifugar a 1000 rpm/15 min)
V2: es el volumen final que se requiere del PA a 300.000 plaquetas/pL
C2: es la concentracion de plaquetas en el plasma ajustado, 300.000 plaquetas/uL.

Actividad anticariogénica

Se realizd siguiendo la metodologia descrita por Warner et al. (2001), que consiste en una
determinacién in vitro usando hidroxiapatita (HA) simulando el esmalte dental. Consistid en
hacer una suspensién de HA (2 mg/mL) en un buffer 0.1 M de Tris-HCI (pH 7). También se empled
buffer de acetato de sodio 0.4 M (pH 4.2) para representar los acidos organicos presentes en la
boca. Se prepararon suspensiones de las muestras con agua destilada a una concentracién de
0.8 mg/mL. El sobrenadante fue utilizado para medir los niveles de calcio y fésforo disueltos en
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por accion del buffer de acetato de sodio. Para la determinacién de fdsforo se siguid la
metodologia descrita en las normas NMX-AA-029-SCFI-2001 y NMX-Y-100-SCFI-2004; mientras
que para el calcio, se utilizd el método 944.03 de la AOAC (1997).

2.7. Madificacion quimica del hidrolizado proteinico

La fosforilacion se realizé de acuerdo a lo propuesto por Sitohy, Labib, El-Saadany y Ramadan
(2000), quienes describen condiciones para la fosforilacion empleando fosfato monosddico y
disddico; y a lo reportado por Hayashi, Can-Peng, Enomoto, Ibrahim, Sugimoto y Aoki (2008),
quienes emplean un buffer de pirofosfato. Para la fosforilacion con fosfatos, se diluyeron 30 g de
fosfato monosddico y 16 g de fosfato disddico en 100 mL de agua destilada a 35°C, ajustando el
pH a 6. Posteriormente, 10 g de hidrolizado se disolvieron en 80 mL de la solucidn de fosfatos
agitando por 10 min. La dispersion se filtrd, el precipitado obtenido se recolecté y fue secado a
60°C por 1 h. El precipitado se calenté por 3 h a 85°C en un horno de vacio a 800 mbar. El
producto se disolvid en 50 mL de metanol al 50%. Esta mezcla se agitd durante 30 min vy el
producto nuevamente se filtrd, lavando el precipitado con 20 ml de etanol absoluto. Se prepard
una solucién al 10% en agua con el precipitado y se dializd 24 h en agua destilada. El hidrolizado
fosforilado se recuperé mediante secado por liofilizacién a -47°C y 13 X 10° mbar. Para la
fosforilacion del hidrolizado con pirofosfato, se empled una solucién buffer de pirofosfato de
sodio 0.1 M a pH 4. Se prepard una solucion al 2% del hidrolizado con el buffer, se agité por
10 min, posteriormente |a solucidn se congeld y secé a -47°Cy 13 X 10 mbar en una liofilizadora.
El residuo seco se activd por calentamiento a 85°C durante 2 dias en una estufa de circulacion de
aire. Una vez activado, se eliminaron los fosfatos libres mediante didlisis. La mezcla dializada, fue
nuevamente secada por liofilizacidn.

Determinacion de fosforo

La determinacién del contenido de fésforo tanto en el hidrolizado de Phaseolus lunatus (HPL), el
hidrolizado fosforilado con fosfatos (HPL-F) y del hidrolizado fosforilado con pirofosfato (HPL-P),
asi como en la evaluacién de la actividad anticariogénica, se realizé siguiendo la metodologia de
las normas mexicanas NMX-AA-029-SCFI-2001 y NMX-Y-100-SCFI-2004.

Determinacion de calcio

Para la cuantificacion de calcio se utilizd el método 944.03 de la AOAC (1997). Basado en la
precipitacion del calcio a pH 4 como oxalato y su posterior disolucion en acido sulfurico liberando
acido oxalico el cual se titula con una solucién de permanganato de potasio.

2.8. Analisis estadistico

Los datos obtenidos de la caracterizacion proximal de la harina y el concentrado proteinico
P. lunatus, de la hidrdlisis del concentrado proteinico, de la modificacion del hidrolizado y de las
bioactividades, fueron evaluados mediante anadlisis de varianza de una via y comparacién de
medias (LSD) para establecer diferencias entre tratamientos. Se empled el paquete
computacional Statgraphics Plus Version 5.1 de acuerdo a métodos sefialados por Montgomery
(2003).
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3. Resultados y discusion

3.1. Composicion proximal de la harina y concentrado proteinico de P. lunatus

La composicion proximal de la harina y el concentrado proteinico se presenta en la Tabla 1. En
cuanto a la humedad, el concentrado presenté un mayor contenido comparado con la harina,
debido a que en la etapa final de la obtencion de la harina se calienta a 60°C antes de tamizar,
reduciéndose asi el contenido de humedad. El contenido de proteina cruda de la harina (19.6%)
fue similar al 21.7% para Phaseolus vulgaris (Ruiz-Ruiz, Davila-Ortiz, Chel-Guerrero & Betancur-
Ancona, 2012). El contenido de proteina del concentrado fue de 67.5%, valor semejante al
reportado por Tello, Ruiz, Chel y Betancur (2010), de 67.3% para un concentrado de P. lunatus y
al obtenido por Ruiz-Ruiz et al. (2012), en concentrados de P. vulgaris (67.7%).

Componente (%) Harina Concentrado proteinico
Humedad 4.75° 5.18°
Cenizas 2.70° 4.62°
Proteina 19.60° 67.52°
Fibra 2.38° 0.57°
Grasa 1.06° 2.92°
ELN 74.26° 24.35°

Tabla 1. Composicion proximal de la harina y el
concentrado proteinico del frijol lima (% B.S.). Letras
diferentes en la misma fila indican diferencia estadistica
significativa (p < 0.05)

El contenido de grasa (2.92%) en el concentrado fue similar (3.12%) al reportado por Tello et al.
(2010) y mayor (0.68%) al citado por Betancur et al. (2004). El incremento de grasa cruda en el
concentrado proteinico, pudo deberse a que durante la extraccion alcalina de la proteina (pH 11)
se saponifican las grasas de caracter polar, precipitando con la proteina al modificar el punto
isoeléctrico (pH 4.5), tal como lo observaron Chel, Pérez, Betancur y Davila (2002), en
concentrados de Canavalia ensiformis y Phaseolus lunatus. Los contenidos de fibra cruda y ELN
disminuyeron, en un 75.7% y 67.2%, respectivamente, esto se debié a que el proceso de
obtencién del concentrado incluye etapas especificas de separacion de estos componentes. Lo
anterior resulta conveniente ya que de acuerdo con Ruiz-Ruiz et al. (2012), los componentes no
proteicos como lipidos, fibra, hidratos de carbono y componentes menores como sustancias
minerales afectan la calidad final del concentrado.

3.2. Hidrdlisis del concentrado proteinico y grado de hidrdlisis

El concentrado proteinico de P. lunatus, al ser sometido a un tratamiento hidrolitico con pepsina
en una relacién E:S de 1:10 a pH 2, 37°C y un tiempo total de hidrélisis de 10 min, presentd un
GH de 12.4%, quedando clasificado como hidrolizado extensivo (> 10%). Este tipo de hidrolizados
se utilizan en nutricion clinica y son una tendencia prometedora en el campo de los alimentos
funcionales, debido a la presencia de péptidos con actividad biolégica, los cuales pueden actuar
sobre diversos procesos fisioldgicos del organismo.
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3.3. Activad antitrombaética

La determinacién de la actividad antitrombdtica, se basa en inhibir la capacidad que tiene la
sangre para formar trombos, principalmente por el agrupamiento de las plaquetas en el plasma
sanguineo. Los resultados expresados como porcentaje de reducciéon de la agregacidon
plaquetaria (RAP), a diferentes concentraciones de hidrolizado, se presentan en la Figura 2.

100 100°
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Figura 2. Inhibicion de la agregacion plaquetaria del hidrolizado de Phaseolus lunatus.
Letras diferentes en la misma serie indican diferencia estadistica significativa (p < 0.05)

El tratamiento enzimatico favorecio la bioactividad, ya que los valores incluso alcanzan 100% de
RAP con la concentracion de 6.5 mg/mL. Sin embargo, este valor pudo deberse a la saturacion
del PA, evitando asi el paso del haz de luz, independientemente de si se forma agregacion, dado
que se emplea un método 6ptico (Miyashita et al., 1999). Debido a lo anterior, se tomé como
valor de referencia el RAP obtenido con 4.5 mg/mL (88% RAP), valor superior a los reportados
por Chim (2011), para hidrolizados de pepino de mar (I/sostichopus badionotus) empleando los
sistemas enzimaticos: Alcalasa-Flavorzima® (79.5% RAP) y pepsina-pancreatina (72% RAP), con
una concentracién de 50 mg/mL. La elevada bioactividad del HPL pudo deberse a la presencia de
péptidos que tengan el segmento ArgGlyAsp en su secuencia ya que se ha demostrado que la Arg
participa en la unién entre el fibrindgeno y la GPlIb/llla. El grupo guanidio de la cadena lateral de
la Arg (catidn) interacciona mediante un enlace idnico con la estructura del grupo carboxilo del
Asp presente en el complejo GPllb/llla, impidiendo el enlace del fibrindgeno con sus receptores
(Figura 3). En la Figura 3 se esquematizan otros mecanismos que generan efecto antiagregante.
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Figura 3. Representacion esquemdtica de los mecanismos de accidn de los farmacos

antitrombdticos en uso. Se muestran las enzimas (ciclooxigenasa y fosfodiesterasa)

y receptores (P2Y1, P2Y12; GPIIb-llla; PAR1, PAR4) inhibidos por los antiagregantes.
(Palomo et al., 2009)

El HPL también podria ejercer su accion antiagregante mediante la inhibicidon de receptores de
ADP (PYI12 y PYI1) y tromboxano (TXA2R), o inclusive inhibiendo la accién de enzimas que
promueven la agregacion plaquetaria (fosfodiesterasa y ciclooxigenasa). Esto se puede especular
debido a que existen medicamentos de naturaleza peptidica como el eptifibatide y las
pepducinas, los cuales se emplean para evitar la formacion de trombos (Palomo, Torres,
Moore-Carrasco & Rodrigo, 2009).

3.4. Hidrolizados proteinicos fosforilados

La fosforilacion incrementd el contenido de fésforo en los hidrolizados (Figura 4). En el
fosforilado con fosfatos, la cantidad de fdésforo se incrementd 2.5 veces, en tanto que en el
hidrolizado modificado con pirofosfato el contenido se incrementé 2 veces. De acuerdo con
Davila, Sangronis y Granito (2003), el contenido de fésforo en la mayoria de las leguminosas
oscila entre 0.301% y 0.586%. El contenido de fosforo en el hidrolizado fue menor al reportado
por dichos autores (0.174%), la disminucién de éste pudo deberse tanto al proceso de
fraccionamiento humedo de la harina que incluye una etapa de precipitacién de almidén, como a
la hidrélisis que incluye etapas de centrifugacion y deshecho del precipitado. El contenido de
fésforo en los hidrolizados modificados fue superior al reportado por Enomoto, Nagae, Hiyashi,
Can-Peng, Ibrahim, Sugimoto y Aoki (2009), quienes fosforilaron clara de huevo con pirofosfato,
logrando incrementar el contenido de fosforo de 0.09% hasta un total de 0.60% vy al reportado
por Hayashi et al. (2008), quienes modificaron ovotransferrina con pirofosfato, logrando un
contenido de fésforo de 0.66%.
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Figura 4. Contenido de fésforo (%) del hidrolizado de Phaseolus vulgaris (HPL) y de los
hidrolizados modificados con fosfatos (HPL-F) y con pirofosfato (HPL-P). Letras diferentes en
la misma serie indican diferencia significativa (p < 0.05)

3.5. Actividad anticariogénica

La capacidad anticariogénica del HPL, HPL-F y del HPL-P, se muestran en la Figura 5. Se puede
observar que el HPL presenté una reduccién de la desmineralizacion de la hidroxiapatita del 50%
para el calcio y de 55.8% para el fésforo. Warner et al. (2001), reporta reduccién de la
desmineralizacion para calcio de 80.2%, 44.0% y 48.5% para caseinofosfopéptidos, suero lacteo
de la elaboracion de queso cottage y de suero lacteo acido, respectivamente. Por otro lado,
también presenta inhibicion de la pérdidade fésforo de 81.8%, 18.2% y 39.4% para las mismas
especies. Lo anterior revela un elevado potencial de los hidrolizados fosforilados para minimizar
la desmineralizacion del esmalte dental por accién de los acidos, pues el HPL-F alcanzé valores de
inhibicién para calcio y fésforo del 68.2% y 71.9%, respectivamente, mientras que el HPL-P redujo
la disociacion del calcio en un 77.3% y del fosforo en 76.9%. Estos valores son similares a los
reportados por Wamer et al. (2001) para caseinofosfopéptidos, los cuales han sido incorporados
a productos como gomas de mascar y pastas dentales, como auxiliares en control y prevencion
de caries (Aimutis, 2004; Reynolds, Cai, Shen y Walker, 2003; Reynolds et al., 1997). Aln cuando
el HPL-P present6 una menor cantidad de fosforo (0.374%) que el HPL-F (0.436%), logrd tener el
mejor porcentaje de proteccion (Figura 4).
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Figura 5. Reduccion de la desmineralizacion de calcio y fosforo de la matriz de hidroxiapatita,
en presencia del hidrolizado de Phaseolus lunatus (HPL) y los hidrolizados modificados con
fosfatos (HPL-F) y pirofosfato (HPL-P). Letras diferentes en la misma serie indican diferencia
estadistica significativa (p < 0.05)

Esta mayor capacidad para neutralizar los acidos posiblemente se debid a la estructura que
presenta el pirofosfato, pues dicho compuesto cuando se enlaza mediante enlaces mono éster, a
los aminodacidos serina, tirosina y/o treonina, expone mas grupos (-ONa) susceptibles a
neutralizar los grupos acidos, que la mezcla de fosfatos (Figura 6).
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Figura 6. Estructura de las especies quimicas utilizadas en la fosforilacion de los hidrolizados

También es de considerar la capacidad anticariogénica que pudiera tener los hidrolizados
proteinicos de P. lunatus debido a sus contenidos, no solo de fésforo, sino de aminoacidos como
prolina e histidina, ya que se ha reportado que péptidos excretados por las glandulas salivales
(pardtida, submaxilar y sublingual) ricos en estos minerales, ejercen un efecto eficaz contra
bacterias responsables de la caries como Streptococcus mutans, Lactobacillussp vy
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Porphyromonas gingivalis (Ayad, Van, Minaguchi, Raubertas, Bedi, Billings et al., 2000; Geetha,
Venkatesh, Bingle, Bingle & Gorr, 2005; Groenink, Ruissen, Lowies, Hof, Veerman & Nieuw, 2003).

4. Conclusion

La hidrdlisis enzimatica del concentrado proteinico del frijol lima con pepsina, generé un grado
de hidrdlisis de 12.4%, esto permite clasificarlo como hidrolizado de tipo extensivo. Para la
actividad antitrombdtica del hidrolizado, se obtuvieron valores de disminucion de la agregacion
plaquetaria de 2, 4, 30, 88 y 100% con concentraciones de muestra de 0.53, 1.29, 2.45, 4.46 y
6.15 mg/mL, respectivamente. La fosforilacion con fosfatos de sodio incrementd 2.5 veces el
contenido de fdsforo y con pirofosfato de sodio 2 veces, en comparacién con el hidrolizado
proteinico sin modificar. Se evalué el potencial de los hidrolizados para disminuir la
desmineralizacion del calcio y fosforo presentes en la hidroxiapatita. La mayor reduccion de la
desmineralizacion se logré con el hidrolizado modificado con pirofosfato, reduciendo la
disociacién de calcio en un 77.3% y de fdsforo en 76.9%. La modificaciéon enzimatica del
concentrado proteinico de Phaseolus lunatus, generd secuencias peptidicas con actividad
antitrombdtica y anticariogénica. La fosforilacion del hidrolizado incrementé la actividad
anticariogénica. Los resultados obtenidos permiten plantear el potencial uso de los hidrolizados
de Phaseolus lunatus como ingredientes nutracéuticos para el desarrollo de alimentos
funcionales o como productos con aplicacién farmacéutica.
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1. Introduccién

Los agentes antimicrobianos han tenido gran relevancia desde hace mas de 50 afios en la
industria alimentaria, donde han sido utilizados como aditivos tanto en alimentos procesados
como en empaques, para evitar la generacion de infecciones o intoxicaciones. Algunos ejemplos
de estos son los derivados de los acidos orgénicos, como los sorbatos, los propionatos y los
benzoatos (Rodriguez & Schobitz, 2009). Sin embargo, el uso irracional de estos compuestos ha
generado una crisis de salud publica debido a la aparicién de cepas resistentes a algunos
antibidticos y antimicrobianos considerados como de mayor efectividad (Gutiérrez & Orduz,
2003). Por otra parte, la adicion de agentes antimicrobianos a los alimentos debe de ser
controlada, puesto que en concentraciones excesivas pueden ser toxicas y/o modificar la
estructura quimica de los diversos productos a los que es agregado (Zamudio, Bello, Vargas,
Hernandez & Romero, 2007; Davidson & Harrison, 2002). Esta situacién ha dado lugar a una
justificada alarma y a generado gran interés en el estudio y desarrollo de nuevos agentes
antimicrobianos; como una alternativa a esta problematica se ha desarrollado una nueva
generacion de agentes antimicrobianos. En este sentido, los péptidos con actividad bioldgica
tienen la capacidad de ejercer efectos especificos a nivel fisiolégico en el organismo, como por
ejemplo aquellos que presentan actividad antimicrobiana. Estas secuencias aminoacidicas son
moléculas efectoras claves en la inmunidad innata, con tamafios que oscilan entre 2 hasta 200
aminoacidos (Rivas, Sada, Hernandez & Tsutsumi, 2006). Diversos estudios han reportado que
mediante la hidrdlisis controlada in vitro de proteinas alimentarias es posible generar este tipo
de péptidos. Se han aislado péptidos antimicrobianos principalmente a partir de hidrolizados
enzimaticos limitados, de proteinas de origen animal como la leche, el huevo y algunas especies
marinas de peces. Recientemente se han aislado de hidrolizados limitados, con grados de
hidrélisis menor al 10%, de proteinas de origen vegetal como la soya y el maiz (Dubin, Mak,
Dubin, Rzychon, Stec, Wladyka et al., 2005). México posee una amplia diversidad de recursos
naturales con potencial para la obtencién y aislamiento de compuestos fisiolégicamente activos
conocidos como nutraceuticos. Tales compuestos tienen aplicacion en el desarrollo de alimentos
de tipo funcional, como es el caso de los péptidos con actividad bioldgica (Lajolo, 2002). Entre los
recursos vegetales empleados para la alimentacién, destacan las leguminosas debido a que son
la principal forma de obtencién de proteinas de estratos socioecondémicos que tienen limitado
acceso a proteinas de origen animal, debido a su alto costo de produccion y comercializacién
(SAGARPA, 2000). En Yucatan, México, sobresale el frijol lima (Phaseolus lunatus), debido a que
presenta un alto contenido de proteina (29%) (Bartholomai, Tosi & Gonzélez, 2000). Sin embargo
este frijol es un cultivo no tecnificado, es decir que su produccidon depende de las condiciones
climdticas, por lo que se le puede considerar una fuente de proteina subutilizada
(Betancur-Ancona, Gallegos-Tintoré & Chel-Guerrero, 2004). Tomando en consideracion lo
anterior, la leguminosa Phaseolus lunatus puede plantearse como una opcion para la obtencién
de productos con un alto contenido de proteina, como los concentrados proteinicos, a partir de
los cuales se podrian generar via modificacion enzimatica in vitro, péptidos con actividad
bioldgica, con potencial para ser empleados como ingredientes nutracéuticos o como aditivos en
el desarrollo de sistemas alimentarios.

140



Bioactividad de péptidos derivados de proteinas alimentarias

2. Materiales y métodos

2.1. Obtencidn de la harina del frijol lima

Se emplearon granos de P. lunatus provenientes de la cosecha 2012 del estado de Yucatan,
Meéxico. Los granos se limpiaron y se seleccionaron los que no presentaron ningun tipo de dafio
fisico para molerlos. La harina obtenida se tamizé a través de mallas tamafio 80 (0.177 mm) y
100 (0.149 mm) hasta obtener una harina con particulas menores a 0.149 mm.

2.2. Obtencidn del concentrado proteinico del frijol lima

Se empled el método reportado por Betancur-Ancona et al. (2004). A una dispersidon de
harina:agua (relacién 1:6 p/v) se le ajusto el pH a 11. La dispersidn se agité por 1 h a 400 rpm, se
filtré a través de tamices de malla 80 y 100 para eliminar la fibra. El residuo sdlido se lavé cinco
veces con agua destilada (1:3, p/v), recuperando y mezclando el agua de lavado con la
suspensién. Se dejé reposar por 1 h para precipitar el almidén. El sobrenadante (proteina) se
decanté y se ajustdé el pH a 4.5 (Pl), la solucién se centrifugd a 4500 rpm por 30 min. El
precipitado se secd a -47 °Cy 13 x 10 mbar en una liofilizadora.

2.3. Composicion proximal de la harina y el concentrado proteinico del frijol lima

Se emplearon los métodos de la AOAC (1997): Humedad (Método 925.09) secado a 105 °C hasta
peso constante. Cenizas (Método 923.03), residuo inorganico resultante de la incineracion a
550 °C. Grasa cruda (Método 920.39), lipidos libres extraidos con hexano. Proteina cruda
(Método 954.01), por el método Kjeldahl, usando 6.25 como factor de conversidn de nitrégeno a
proteina. Fibra cruda (Método 962.09), residuo orgdnico combustible e insoluble que se obtiene
después de que la muestra fue sometida a una digestidon acida y alcalina. Extracto libre de
nitrégeno (ELN), se calculé por diferencia.

2.4. Hidrdlisis del concentrado proteinico

La hidrdlisis se efectué empleando las enzimas pepsina y pancreatina, de manera independiente
y secuencial. La hidrdlisis se realiz6 de acuerdo a la metodologia propuesta por Megias, Yust,
Pedroche, Lquari, Giron-Calle, Alaiz et al. (2004), la digestion con pepsina se realizé durante
10 min, usando una concentracion de sustrato del 4%, una relaciéon enzima/sustrato 1/10, a una
temperatura de 37 °Cy un pH de 2. La digestidn con pancreatina fue durante 10 min, usando una
concentracidn de sustrato del 4%, una relacién enzima/sustrato 1/10, y la temperatura de 37 °C a
un pH de 7.5. La hidrdlisis con el sistema enzimatico secuencial pepsina-pancreatina, se llevé a
cabo de acuerdo con el método propuesto por Vioque, Megias, Yust, Pedroche, Lquari,
Girén-Calle et al. (2004). El tiempo de total reaccidon fue de 10 min, la primera digestidn se
efectud con pepsina hasta la mitad del tiempo (5 min) usando una concentracidn de sustrato del
4%, una relacion enzima/sustrato 1/10, a una temperatura de 37 °C y un pH de 2. La segunda
digestion se realizé afiadiendo enzima pancreatina, a la misma temperatura, relacion
enzima/sustrato y tiempo, modificando el pH a 7.5. La hidrdlisis se efectué en un vaso de
precipitado de 2000 mL colocado en un bafio de agua, la agitacion se efectué con agitador
mecanico (Caframo RZ-1) a 300 rpm, se empled un termdémetro para controlar la temperatura y
un electrodo para ajustar el pH. Se emple6 como sustrato una solucidn de proteina al 4% (p/v),
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preparada disolviendo 56.72 g de concentrado proteinico de frijol lima (b.s.) en 1 L de agua
destilada. La hidrdlisis se detuvo colocando las muestras en un bafio de agua a 80 °C durante
20 min, finalmente se centrifugaron a 10,000 x g por 20 min usando una centrifuga Beckman, la
porcion soluble se conservé en congelacion.

2.5. Determinacion del grado de hidrolisis

El grado de hidrdlisis (GH) se determind con la técnica propuesta por Nielsen, Petersen y
Dammann (2001). Inicialmente, se prepard una solucién de L-serina en agua destilada (1.004
mg/mL) para obtener una curva de calibracion. Las absorbancias fueron empleadas para hallar
los equivalentes de aminos liberados por la hidrdlisis. Se utilizd la ecuaciéon de la recta de
calibracién y se aplico la siguiente formula: %GH = (h/h.:) x 100. Dénde:

h = concentracidn de grupos aminos libres expresada como meq/g de proteina.

hiot= nUmero total de enlaces peptidicos presentes en las proteinas de P. lunatus. 4.9.

2.6. Obtencion de las fracciones peptidicas por ultrafiltracion

La porcidn soluble del hidrolizado fue ultrafiltrada empleando la metodologia propuesta por Cho,
Unklesbay, Hsieh y Clarke (2004). Se obtuvieron dos fracciones utilizando una membrana con un
corte de peso molecular de 10 kDa. Colectando de manera separada el retenido y el permeado.
Las fracciones se denominaron como: > 10 kDa y < 10 kDa.

2.7. Cromatografia de filtracion en gel

Se empled la metodologia propuesta por Vioque et al. (2004). Se empled una columna de
filtracion (3 cm x 80 cm) Sephadex G- 50 en la cual se inyectaron 10 mL de la fraccién peptidica
que presentd la mayor actividad antimicrobiana en una solucién de bicarbonato de amonio
50 mM (pH 9.1), con un flujo de 10 mL/h. Las masas moleculares de los diferentes péptidos se
determinaron con curvas de calibracién que se obtuvieron con estandares de pesos moleculares
conocidos: tiroglobulina bovina (670 kDa), globulina bovina (158 kDa), ovoalbimina (44 kDa),
mioglobina equina (17 kDa) y vitamina B12 (1.35 kDa). El perfil de elucidon se monitored a
280 nm.

2.8. Determinacién cuantitativa de proteina

Al hidrolizado y a las fracciones obtenidas por ultrafiltracion se les determiné el contenido de
proteina mediante el método de Lowry, Rosebrough, Farr y Randall (1951). A las fracciones
obtenidas por cromatografia de filtraciéon en gel se les determiné el contenido de proteina
mediante la metodologia propuesta por Bradford (1976).
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2.9. Actividad antimicrobiana

Determinacidn espectrofotométrica de la inhibicion del crecimiento bacteriano

Los cultivos de S. aureus y S. flexneri fueron ajustados a una concentracién de 1 x 10° ufc/mL de
acuerdo a la escala de McFarland, utilizando caldo nutritivo. Se determind la actividad
antimicrobiana del hidrolizado y sus fracciones empleando el método propuesto por Christman
(2010). Se colocaron 1.5 mL del caldo inoculado en tubos de ensayo, se prepararon soluciones
del hidrolizado y sus fracciones a 100, 50 y 2% con agua destilada estéril y se adicionaron 1.5 mL
de estas soluciones a los tubos de ensayo con caldo inoculado, se agitaron en vortex durante 5 s.
La concentracién final de fraccion fue de 50, 25 y 1%. La absorbancia se determindé a una
longitud de onda de 625 nm a los tiempos de 0, 2,4, 8, 12y 24 h.

Inhibicion del crecimiento bacteriano por el método de dilucion en agar

Se empled el método reportado por Vaca-Ruiz, Silva y Laciar (2009), se prepararon cajas Petri con
agar Muller-Hinton y se adiciond la cantidad requerida de las muestras a evaluar, hasta lograr
proporciones de 50 y 25%. El control positivo fue nisina a una concentracion de 20 mg/mL, un
péptido antimicrobiano reconocido como seguro por la FDA y el control negativo agua destilada
estéril. Posteriormente se realizd una siembra masiva con 10 pL de los microrganismos S. aureus
y S. flexneri a una concentracién de 1 x 10° ufc/mL. Se dejaron incubar durante 24 h a 37°C.

2.9.3. Minima Concentracion Inhibitoria

Se empled la metodologia propuesta por Vaca-Ruiz et al. (2009), utilizando microplacas de 96
pocillos los cuales fueron llenados de acuerdo al esquema presentado en la Figura 1.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A
S.
B aureus
C
D 3 2 1 1 2 3 Controles
E 3 2 1 1 2 3 Controles
F
G
S fl i
m flexneri
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Figura 1. Esquema de llenado de los pocillos de la microplaca (Vaca-Ruiz et al., 2009)

A los pocillos marcados con el nimero 1, se adicionaron 100 pL de caldo nutritivo inoculado con
la bacteria a evaluar a una concentracién de 1 x 10° ufc/mL. A los pozos marcados con el nimero
2 se procedio como en 1 mas 100 pL de nisina a una concentracién de 20 mg/mL (control -). A los
pozos marcados con el nimero 3 también se procedié como en 1y se agregaron 100 UL de agua
destilada estéril (control +). Se adicionaron 150 pL de caldo nutritivo inoculado con la bacteria a
evaluar en cada uno de los pocillos de las filas Ay B para S. aureus, y G y H para S. flexneri.
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Después se adicionaron 50 UL de muestra en las siguientes concentraciones: 100, 96, 90, 86, 80,
70, 60, 50, 40, 30, 20 y 10%. Las microplacas se incubaron a 37°C por 24 h. Finalmente se prepard
una solucién de cloruro de trifeniltetrazolio al 2% en agua destilada estéril y se adicionaron 100
ML a cada pocillo de prueba. Una coloracion roja indicé la presencia de células viables.

3. Anadlisis estadistico

Los datos obtenidos de la caracterizacion proximal de la harina y el concentrado proteinico de
P. lunatus., de la hidrdlisis del concentrado proteinico y de la actividad antimicrobiana, fueron
evaluados mediante analisis de varianza de una via y comparaciéon de medias por la minima
diferencia significativa (MDS) para establecer las diferencias entre tratamientos. Se empled el
pagquete computacional Statgraphics Plus Version 5.1 de acuerdo a métodos sefialados por
Montgomery (2003).

4. Resultados y discusion

4.1. Composicion proximal de la harina y concentrado proteinico de P. lunatus

La composicion proximal de la harina y el concentrado proteinico de frijol lima se presenta en el
cuadro 1. En cuanto a la humedad, el concentrado presenté un mayor contenido comparado con
la harina, debido a que en la etapa final de la obtencidn de la harina se calienta a 60 °C antes de
tamizar, reduciéndose asi el contenido de humedad. El contenido de proteina cruda de la harina
(19.6%) fue similar al 21.7% para Phaseolus vulgaris (Ruiz-Ruiz, Davila-Ortiz, Chel-Guerrero &
Betancur-Ancona, 2012). El contenido de proteina del concentrado fue de 67.5%, valor
semejante al reportado por Tello, Ruiz, Chel y Betancur (2010), de 67.3% para un concentrado de
P. lunatus y al obtenido por Ruiz-Ruiz et al. (2012), en concentrados de P. vulgaris (67.7%). El
contenido de grasa (2.92%) en el concentrado fue similar (3.12%) al reportado por Tello et al.
(2010) y mayor (0.68%) al exhibido por Betancur-Ancona et al. (2004). El incremento de grasa
cruda en el concentrado proteinico, pudo deberse a que durante la extraccién alcalina de la
proteina (pH 11) se saponifican las grasas de caracter polar, precipitando con la proteina al
modificar el punto isoeléctrico (pH 4.5), tal como lo observaron Chel, Pérez, Betancur y Davila
(2002), en concentrados de Canavalia ensiformis y Phaseolus lunatus.

Componente (%) Harina Concentrado proteinico
Humedad 4.75° 5.18°
Cenizas 2.70° 4.62°
Proteina 19.60° 67.52°
Fibra 2.38° 0.57¢
Grasa 1.06° 2.92°
ELN 74.26° 24.35°

Tabla 1. Composicion proximal de la harina y el concentrado proteinico
de P. lunatus (% B.S.). Letras diferentes en la misma fila indican diferencia
estadistica significativa (p < 0.05)
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Los contenidos de fibra cruda y ELN disminuyeron, en un 75.7% y 67.2%, respectivamente, esto
se debid a que el proceso de obtencién del concentrado incluye etapas especificas de separacion
de estos componentes. Lo anterior resulta conveniente ya que de acuerdo con Ruiz-Ruiz et al.
(2012), los componentes no proteicos como lipidos, fibra, hidratos de carbono y componentes
menores como sustancias minerales afectan la calidad final del concentrado.

4.2. Hidradlisis del concentrado proteinico de P. lunatus

Los grados de hidrdlisis (GH) de los hidrolizados obtenidos con pepsina, pancreatina y pepsina-
pancreatina se presentan en la Figura 2, el cual oscilé entre 5.5% y 8.3%, por lo que se puede
considerar a los hidrolizados como limitados, con un grado de hidrélisis menor al 10%. La
diferencia en el GH se debe a que las enzimas presentan diferente actividad catalitica. La pepsina
es la principal enzima gastrica que degrada las proteinas en el estdmago durante la digestion,
tiene actividad endopeptidasa, hidrolizando preferentemente por el extremo C-terminal de los
residuos aromaticos fenilalanina, tirosina y triptéfano. Su accion rompe las cadenas de
polipéptidos en secciones mas cortas, es decir que mediante su accion se producen aminodcidos
libres pero la mayoria de los productos son oligopéptidos. Por otra parte, la pancreatina incluye
proteasas como tripsina, quimotripsina y elastasa. Tripsina, quimotripsina y elastasa son
serinoproteasas, con actividad de endopeptidasas ya que hidrolizan enlaces internos de los
péptidos. La hidrdlisis con pancreatina resulta en una mezcla de pequefios oligopéptidos
(60-70%) y aminoacidos libres (30-40%), que son absorbidos a lo largo del intestino delgado
(Sewald & Jakubke, 2002).

8.3b
7.8¢

6 L 5.52

Grado de hidrodlisis (%)

Pepsina Pancreatina Pepsina-Pancreatina

Figura 2. Porcentaje de grado de hidrdlisis de los hidrolizados proteinicos de P. lunatus
obtenidos con pepsina, pancreatina y pepsina-pancreatina. Letras diferentes en la misma
serie indican diferencia estadistica significativa (p < 0.05)

Si bien el uso secuencial de proteasas con diferente o igual actividad catalitica permite la
obtencion de hidrolizados proteinicos con altos grados de hidrdlisis, en el caso del sistema
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secuencial pepsina-pancreatina, el corto tiempo de reaccidon no permitié la generaciéon de un
mayor grado de hidrdlisis. De acuerdo con Christman (2010), a menor grado de hidrdlisis suele
obtenerse mayor actividad antimicrobiana, ya que se generan péptidos de mayor peso molecular.
Considerando lo anterior se selecciond el hidrolizado obtenido con pepsina, ya que presenté el
menor grado de hidrdlisis (5.5%).

4.3. Separacion de las fracciones peptidicas por ultrafiltracion

El hidrolizado fue fraccionado de acuerdo a su peso molecular utilizando la ultrafiltracion,
generandose dos fracciones una mayor a 10 kDa (> 10 kDa) y una menor a 10 kDa (< 10 kDa). Se
determind el contenido de proteina, observandose que disminuyé de manera proporcional al
peso molecular de las fracciones, la mayor cantidad de proteina se observé en el hidrolizado y la
menor en la fraccién de < 10 kDa (Figura 3). La ultrafiltracion se empled debido a que los
péptidos con actividad antimicrobiana generalmente presentan un peso molecular cercano a
10 kDa (Rivillas & Soriano, 2006).
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Figura 3. Contenido de proteina del hidrolizado de P. lunatus y sus fracciones peptidicas.
Letras diferentes en la misma serie indican diferencias estadistica significativa (p < 0.05)

4.4. Actividad antimicrobiana

Determinacidn espectrofotométrica de la inhibicion del crecimiento bacteriano

Se determind el efecto del hidrolizado y sus fracciones en el crecimiento de los microrganismos.
Como se observa en la Figura 4, el hidrolizado disminuyd el crecimiento de ambos
microorganismos, ya que las absorbancias obtenidas fueron menores a las del control negativo
(crecimiento normal). Los mejores resultados en cuanto a la inhibicion del crecimiento se
obtuvieron a las concentraciones de 25% y 50%, cuyos patrones de inhibicién fueron iguales o
menores al del control positivo (inhibicién con nisina). Para las fracciones > 10 kDa y < 10 kDa se
obtuvo un comportamiento semejante al que presenté el hidrolizado, las mayores inhibiciones
del crecimiento se obtuvieron a las concentraciones de 25% y 50% (Figura 4). Resultados
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semejantes fueron obtenidos por Christman (2010) para proteinas de caseina hidrolizadas con
pepsina, en donde los resultados mas favorables se obtuvieron a concentraciones de 30 y 50% de
estos hidrolizados frente a E. coli 0177:H7.
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Figura 4. Determinacion espectrofotométrica de la Inhibicion del crecimiento bacteriano.
Efecto del hidrolizado de P. lunatus sobre a) S. aureus y b) S. flexneri, de la fraccion > 10 kDa
sobre c) S. aureus y d) S. flexneri, y de la fraccion < 10 kDa sobre e) S. aureus y f) S. flexneri,

a diferentes concentraciones 1, 25 y 50%. Control negativo (agua destilada estéril)
y control positivo (nisina 20 mg/mL)

De igual manera Ayob, Nee, San, Leong y Osmar (2009) comprobaron que al aplicar la
ultrafiltracién se obtienen fracciones peptidicas con mayor actividad antimicrobiana como
ocurrié con los hidrolizados de palma contra el Bacillus cereus. El comportamiento del
hidrolizado y sus fracciones, en cuanto a la inhibicion del crecimiento bacteriano, probablemente
se debid a la presencia de péptidos con actividad antimicrobiana, generados durante la hidrdlisis.
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No obstante, en el hidrolizado y en la fraccidon > 10 kDa, podrian haber otros componentes como
proteinas sin hidrolizar y carbohidratos, que actuarian como fuente de alimento para los
microrganismos. Con base a esto se considera que la mejor alternativa para obtener PAM es la
fraccién < 10 kDa a las concentraciones de 25% y 50%, pues tiene mayor pureza y esto facilitaria
el aislamiento de los péptidos.

Inhibicion del crecimiento bacteriano por el método de dilucion en agar

A la concentracion de 25% la fraccion de < 10 kDa redujo de forma limitada el crecimiento de
S.aureus y no tuvo ningun efecto sobre S. flexneri, observandose un crecimiento masivo
(Figura 5). Por el contrario a la concentraciéon de 50%, la fraccidn inhibié el crecimiento de ambos
microorganismos. De acuerdo con Denisson, Wallace, Harris y Phoenix (2005), el efecto
antimicrobiano de un hidrolizado o una fraccién peptidica se debe a las caracteristicas de los
péptidos presentes, tales como secuencia aminoacidica, hidrofobicidad y carga neta. Otro factor
que también influye es la composicién de la membrana celular del microrganismo, ya que esta no
es la misma para las bacterias Gram positivas (como S. aureus) y las Gram negativas (como
S. flexneri).

h}

Figura 5. Inhibicion del crecimiento bacteriano por el método de dilucion en agar.
a) Control negativo S. aureus, b) Control negativo S. flexneri, c) Control positivo
S. aureus, d) Control positivo S. flexneri, e) Fraccion < 10 KDa (25%) contra S. aureus,
f) Fraccién < 10 KDa (25%) contra S. flexneri, g) Fraccion < 10 KDa (50%) contra S. aureus,
h) Fraccién < 10 KDa (50%) contra S. flexneri

Minima Concentracion Inhibitoria

En la Figura 6 se muestran los resultados de la determinacidon de la minima concentracién
inhibitoria de la fraccidon de < 10 KDa, empleando cloruro de trifeniltetrazolio como indicador de
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la viabilidad de las células bacterianas. Las zonas de color rojo son indicativas de que las células
bacterianas se encontraban viables y no fueron afectadas por la concentracién de la fraccidon de
< 10 KDa.

Figura 6. Determinacion de la minima concentracion inhibitoria de la fraccién de < 10 KDa,
capaz de inhibir el crecimiento de S. aureus y S. flexneri. Las columnas 1 a 12 corresponden a
las concentraciones de la fraccion < 10 kDa de: 100, 96, 90, 86, 80, 70, 60, 50, 40, 30, 20 y
10%. Filas A y B inhibicién de S. aureus, filas G y H inhibicion de S. flexneri. Los pozos 1D, 12D,
1E y 12E (control positivo), los pozos 2D, 11D, 2E y 11E (control negativo)

La minima concentracidn inhibitoria de la fraccién de < 10 KDa para S. aureus fue de 392.04 pg
de proteina/mL. En tanto que la minima concentracién inhibitoria de la fraccidn de < 10 KDa para
S. flexneri de 993.17 ug de proteina/mL. La minima concentracién inhibitoria que presenté la
fraccion de < 10 KDa del hidrolizado de P. lunatus, fue menor a la reportada por Ayob et al.
(2009) de 2400 pg/mL contra Bacillus cereus, para una fraccion de < 10 KDa obtenida a partir de
la hidrélisis con pepsina del residuo proteinico de la palma Elaeis guineensis.

5. Cromatografia de filtracion en gel

La fraccion peptidica de < 10 kDa obtenida por ultrafiltracion del hidrolizado de P. lunatus,
presentd la mayor actividad antimicrobiana contra los dos microorganismos evaluados. Por lo
que los péptidos que la constituyen fueron separados y purificados de acuerdo a su tamafio
molecular. Los cromatogramas obtenidos de los estandares de peso molecular y de la fraccién
peptidica de < 10 kDa se presentan en la Figura 7. El cromatograma se dividid en 6 secciones de
acuerdo al tamafio molecular de los estandares empleados: SI = > 670 kDa, Sll = 158-670 kDa,
SIIl = 44-158 kDa, SIV = 17-44 kDa, SV = 1.35-17 kDa, SVI = < 1.35 kDa. En el perfil cromatografico
de la fraccion < 10 kDa (Figura 7), se observan tres conjuntos de péptidos distribuidos entre las
secciones Ill, V y VI. De acuerdo con las curvas de calibracién que se obtuvieron con los
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estandares de peso molecular conocido, los picos mayoritarios estarian constituidos por péptidos
con pesos moleculares de 0.82 kDa (Seccidn VI), 5.8 kDa (seccién V), y 179 kDa (Seccién lll), que
corresponderian a secuencias de 4, 28 y 880 residuos aminoacidicos, respectivamente.
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Figura 7. Perfil cromatogrdfico de filtracion en gel (columna Sephadex G-50)
de la fraccion de < 10 kDa obtenida por ultrafiltracion del hidrolizado proteinico
de P. lunatus. (-) Fraccion < 10 kDa. (-) Estandares de peso molecular

Para evaluar la actividad antimicrobiana de la fraccion peptidica de < 10 kDa se agruparon los
conjuntos de péptidos distribuidos en las secciones SV y SVI en 6 fracciones peptidicas, cuyos
rangos de volumen de elucion fueron los siguientes: F1 = 276-308 mL, F2 = 311-343 mlL,
F3 =346-378 mL, F4 = 381-413 mlL, F5 = 416-448 mL, F6 = 451-483 mL. Las fracciones con
volimenes de elucidn menores y mayores a 276 mL y 483 mL, no fueron analizadas por
corresponder a polipéptidos de alto peso molecular y aminodcidos libres, los cuales no se
caracterizan por presentar actividad antimicrobiana. Para las fracciones obtenidas por
cromatografia de gel, el contenido de proteina oscilé entre 351.41 y 1582 ug/mL (Tabla 2) con F5
presentando el mayor contenido de proteina y F1 el menor.

Fraccion Concentracion de proteina (mg/mL)
1 351.18°

375.21°

398.91°

1402.54°

1582.53f

617.91°

alnn|h(w(N

Tabla 2. Contenido de proteina de las fracciones obtenidas por
cromatografia de filtracion en gel. Letras diferentes en la misma fila
indican diferencia estadistica significativa (p < 0.05)
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De las seis fracciones peptidicas obtenidas por filtracion en gel, solamente la fraccion 6 inhibio el
crecimiento de los microorganismos evaluados (Figura 8).

Figura 8. Determinacion de la minima concentracion inhibitoria de la fraccion 6 obtenida por
cromatografia de filtracion en gel. Las columnas 1 a 12 corresponden a las concentraciones
de la fraccién 6 de: 100, 96, 90, 86, 80, 70, 60, 50, 40, 30, 20 y 10%. Filas A y B inhibicién
de S. aureus, filas G y H inhibicion de S. flexneri. Los pozos 1D, 12D, 1E y 12E (control
positivo), los pozos 2D, 11D, 2E y 11E (control negativo)

La minima concentracién inhibitoria (MCI) de la fraccidon 6 para S. aureus fue de 61.79 ug de
proteina/mL. En tanto que la minima concentracidn inhibitoria para S. flexneri fue de 185.37 pg
de proteina/mL. En ambos casos la minima concentracidn inhibitoria disminuyo, indicando que la
separacién y purificaciéon por cromatografia de filtracion en gel permitié obtener la fraccién
cuyos péptidos, son los responsables de la actividad antimicrobiana observada tanto en el
hidrolizado como en las fracciones peptidicas ultrafiltradas. Para el caso de S. aureus, la MCI
disminuyd 6.3 veces y para S. flexneri la MIC disminuyd 5.3 veces.

6. Conclusiones

El concentrado proteinico de P. lunatus fue adecuado para generar hidrolizados limitados via
hidrdlisis enzimatica in vitro, empleando las enzimas pepsina y pancreatina, y el sistema
enzimatico secuencial pepsina-pancreatina. El menor grado de hidrdlisis se obtuvo con pepsina
(5.5%). La porcién soluble del hidrolizado se fracciond empleando una celda de ultrafiltracidn,
generando dos fracciones una > 10 KDa y una < 10 KDa. El hidrolizado y las fracciones peptidicas,
presentaron actividad antimicrobiana contra S. aureus vy S. flexneri. La mayor actividad
antimicrobiana la presentd la fraccién < 10 kDa con una minima concentracién inhibitoria de
392.04 pg/mL contra S.aureus y 993.17 pg/mL contra S. flexneri. Los resultados permiten
plantear el potencial uso de los hidrolizados y las fracciones peptidicas de P. lunatus para la
obtencién de péptidos antimicrobianos, los cuales pueden emplearse como aditivos de origen
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natural, los cuales presentan la ventaja de no desarrollar mecanismos de inmunidad en los
microorganismos.
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1. Introduccién

Una alimentacion inadecuada y un estilo de vida sedentario han incrementado la prevalencia y
mortalidad de enfermedades incluidas en el sindrome metabdlico. De acuerdo a estudios
epidemiolégicos, para el 2030, a escala mundial, se espera un aumento en la obesidad,
hipertension y diabetes del 36, 28 y 19%, respectivamente. Por otra parte, se ha destacado que
existe una estrecha relacion entre la correccidn hacia una dieta balanceada de las personas y la
disminucioén en la incidencia de enfermedades metabdlicas. De esta manera, al incrementar el
valor agregado de los alimentos naturales con hidrolizados proteinicos que confieran
propiedades farmacoldgicas contra patologias de alta frecuencia, serdn de mayor interés para la
industria de los alimentos y la farmacéutica. Los estudios realizados con hidrolizados proteinicos
han demostrado diversas actividades farmacoldgicas, entre las que destacan: efectos
antihipertensivos, antioxidantes, antimicrobianos, inmunomoduladores o antitrombéticos. El
procesamiento de algunos alimentos, por protedlisis enzimatica o quimica generan péptidos y
residuos de aminoacidos que pueden ser incorporados a la circulacion sanguinea tras ser
ingeridos y llevar a cabo algun efecto terapéutico al participar en la regulacién de diferentes vias
fisioldgicas. Existen diversos neuropéptidos (CRH, TRH, neuropéptido Y, angiotensina) que
regulan el funcionamiento del sistema nervioso, ademas péptidos-enddcrinos que controlan el
metabolismo celular y la ingesta de alimento (neuropéptido Y, orexina, leptina, adipocinas). Por
otra parte, también existen diversos mecanismos que controlan su concentracién (degradacién y
recaptura), los cuales pueden ser regulados por polipéptidos. De esta manera, las actividades
bioloégicas potenciales de hidrolizados proteinicos sugieren su uso en formulaciones
farmacéuticas (nutracéuticos) o en alimentos funcionales para promover el estado de salud,
mejorar la calidad de vida, asi como reducir las complicaciones de las enfermedades crénico-
degenerativas. De las enfermedades del sindrome metabdlico, la diabetes, la hipertensién y las
dislipidemias (hipertrigliceridemia, hipercolesterolemia LDL, hipocolesterolemia HDL) son los
padecimientos metabdlicos mds importantes. La diabetes se caracteriza por hiperglucemia, la
cual favorece un estrés oxidativo que dafia 6rganos vitales y favorece el desarrollo de sus
complicaciones, las que causaran incapacidad fisica, laboral e incluso la muerte. Por su parte, la
hipertension y las dislipidemias representan los factores de riesgo mas importantes para sufrir
episodios letales como accidentes cerebro-vasculares o infarto agudo al miocardio. Actualmente,
estas enfermedades del sindrome metabdlico representan un problema de salud publica, siendo
tratadas con farmacos que pueden producir efectos secundarios importantes. De esta manera,
los hidrolizados proteinicos con actividad hipoglucémica, antihipertensiva, hipolipemiante o
antioxidante representan un complemento al tratamiento en curso del sindrome metabdlico. En
diversos estudios se han evaluado hidrolizados contra padecimientos que conforman el sindrome
metabdlico. En este trabajo se presentan los efectos de los hidrolizados de M. pruriens obtenidos
con Alcalasa, Flavourzima y un sistema secuencial, en donde resalta el efecto antihipertensivo en
ratas Wistar hipertensas, reduciendo 25 y 23% las presiones sistdlica y diastdlica,
respectivamente.
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2. Sindrome metabdlico, hidrolizados proteinicos y su evaluacién en modelos

experimentales

2.1. Causas y epidemiologia del sindrome metabdlico

El abuso de alimentos hipercaldricos (grasos o dulces), combinado con un estilo de vida
sedentario son los factores de riesgo responsables del incremento en la prevalencia y la
mortalidad de las enfermedades incluidas en el sindrome metabdlico. De acuerdo a estudios
epidemioldgicos internacionales, para el 2030 se espera un aumento en la obesidad,
hipertension y diabetes del 36, 28 y 19%, respectivamente. De acuerdo a la Federacién
Internacional de la Diabetes, en el 2010 habia 285 millones de diabéticos en el mundo,
317 millones en el 2012 y el prondstico para el 2030 no es muy alentador, ya que se espera que
este numero aumente significativamente hasta 439 millones. Sin embargo, es importante
resaltar que la distribucidn de los enfermos no es homogénea, mientras que en algunos paises la
diabetes y sus complicaciones representan un problema de salud publica importante para otros
es practicamente inexistente. En el continente americano, por ejemplo, la prevalencia de
diabetes en paises del centro y norte (10.5%) es un poco mayor a la presentada en los paises del
cono sur (9.2%), pero mas del doble que la encontrada en los paises del sur de Africa (4.3%)
(Figura 1). En México el problema es mayor, y en el 2012 alcanzé el 62 lugar a nivel mundial con
10.6 millones de pacientes diabéticos (Figura 2). La prevalencia practicamente se duplicé en tan
solo 12 afios. La Encuesta Nacional de Salud y Nutricién (ENSA 2000) reporté una prevalencia de
5.8, 7.5% en 2006 (ENSANUT 2006) y 9.2% en el 2012 (ENSANUT 2012) en poblacién mayor de
20 afios. Este crecimiento acelerado ha despertado un estado de alerta general por la diabetes y
sus complicaciones, ya que quienes la padecen ocupan el primer lugar en numero de
defunciones, superando el nimero de muertes ocasionadas por enfermedades infecciosas.
Considerando que un poco mas del 50% de la poblacién adulta y casi un 35% de la poblacidn
infantil tiene sobrepeso y obesidad, se puede inferir que cerca del 85% de la poblacidn presenta
factores de riesgo importantes para desarrollar diabetes o sindrome metabdlico en los préximos
5a 10 anos.

Ante esta perspectiva de salud, a corto plazo los prondsticos son catastréficos para todos los
sectores de la sociedad. Los servicios de salud seran rebasados y no podran atender los
requerimientos asistenciales de la poblacion, asi como el colapso financiero de las mismas por el
costo de los servicios especializados que se requieren. En el sector productivo e industrial
aumentaran las ausencias laborales por asistencia a consulta, revision y tratamiento médico; sin
embargo sera mas significativo el incremento en las incapacidades fisicas y laborales a temprana
edad (35-50 afos), lo que generard miles de afos de vida productivos perdidos. No es de
extrafiar entonces que todos los actores de la sociedad hayan dado la voz de alerta para
establecer los mecanismos de prevencion que limite o detenga el avance acelerado de estas
enfermedades crénico-degenerativas. Sin embargo, el creciente desarrollo de los paises, el
aumento en el desarrollo de dispositivos tecnoldgicos que fomentan el sedentarismo y un
acelerado y estresante ritmo de vida que lleva a consumir alimentos procesados ricos en grasas o
carbohidratos incrementan la tasa de incidencia y mortalidad de enfermedades crdnico
degenerativas como diabetes, dislipidemias e hipertension.
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Figura 1. Prevalencia internacional de la diabetes en poblacién de 20 a 79 afios (IDF, 2012)

Siendo el sindrome metabdlico resultado de un estilo de vida “moderno”, no es de extrafiar que
a la fecha hayan fallado los diferentes programas y campafas de prevencion establecidos por el
gobierno federal, los servicios de salud asi como las organizaciones no gubernamentales (ONGs).
Sobre todo cuando no hay una congruencia entre lo que se promueve y lo que se practica.
También puede ser debido a una desarticulacién entre los diferentes programas y niveles de
intervencion: centros educativos, de salud, gobierno, comercios, y medios de comunicacion
masiva que promueven alimentos y bebidas con alto contenido calérico como un satisfactor de
modernidad, estatus o de comodidad.

Asi, por un desmedido poder de competencia y libre comercio del mundo globalizado, el
triangulo que podria haber ocasionado la pandemia actual del sindrome metabdlico estd entre la
industria farmacéutica, la industria alimentaria y la industria de los medios masivos de
comunicacion. En conjunto, sin embargo, estos mismos también podrian representar una parte
importante de la solucion. Al aumentar la produccion y distribuciéon de alimentos sanos que
aporten el factor nutrimental y que sean funcionales contra las enfermedades asociadas al
sindrome metabdlico. Todo esto acompafiado de campafias masivas a todos los actores de la
sociedad (desde el sector educativo en todos sus niveles hasta el politico-administrativo y
asistencial), que promuevan el ejercicio y el consumo de estos alimentos saludables. Los
alimentos funcionales, ademdas de mejorar la calidad y aumentar las expectativas de vida,
reducirian de manera importante el gasto en salud de la poblacion.
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Figura 2. Primeros 10 paises/territorios con mayor nimero de diabéticos de 20 a 79 afios
(IDF, 2012)

2.2. Alimentos chatarra o alimentos ricos en proteinas

El contenido de proteinas en los alimentos es fundamental para alcanzar un nivel adecuado de
nutriciéon (Morris, Borges, Martinez & Carrillo, 2002). Existen dos factores que determinan el
valor nutrimental de las proteinas, el contenido proteinico y la calidad de la proteina (Badui,
2006), definida como la capacidad que tienen para cubrir los requerimientos de nitrogeno y
aminoacidos de un individuo, ya que estos aminoacidos de la dieta pueden utilizarse para la
sintesis proteinica (Martinez & Martinez, 2006). Debido a que la calidad de los alimentos es un
factor de riesgo importante para la aparicion de las enfermedades del sindrome metabdlico, hay
una tendencia creciente en la investigacion para el uso de hidrolizados proteinicos de diversas
fuentes: leche y sus derivados, tejidos animales, plantas y granos de leguminosas, algunas de las
cuales presentan un contenido de proteina importante pero no son aprovechadas de manera
significativa para la alimentacién humana, tal es el caso de la leguminosa Mucuna pruriens. La
hidrdlisis enzimatica de las fracciones proteicas de diversas leguminosas tropicales como
Phaseolus lunatus, Phaseolus vulgaris, Vigna unguiculata, generan fracciones peptidicas con
propiedades farmacoldgicas que se encuentran inactivas en la proteina. Estos péptidos pueden
regular eventos fisiopatoldgicos asociados al sindrome metabdlico, como inhibidores de la
enzima convertidora de angiotensina (ECA) para reducir la presién arterial, secretagogos de
insulina para reducir la hiperglucemia de la diabetes o hipolipemiantes para regular las
dislipidemias.
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A diferencia de otras sustancias orgdnicas, las proteinas de la dieta estan sujetas a cambios
drasticos en su estructura durante el proceso de digestidén y absorcion, las proteinas ingeridas
son hidrolizadas por diversas proteasas para producir oligopéptidos, que a su vez son
hidrolizados a pequeios péptidos por las peptidasas presentes en el cepillo de la superficie de
las células epiteliales para liberar di- y tri-péptidos e incluso aminoacidos, que pueden atravesar
el intestino delgado hacia la circulacidn sistémica (Shimizu, 2004). Algunos péptidos son también
absorbidos en bajas concentraciones y pueden modular la funciéon celular a través de sus
propiedades bioldgicas (Zaloga & Siddiqui, 2004). La biodisponibilidad reducida de los
aminoacidos puede ser causada por diversos factores, entre ellos la inaccesibilidad a las
proteasas por su conformacion, por formar complejos con metales, lipidos o celulosa, asi como
por el procesamiento al que haya sido previamente sometida la proteina (Badui, 2006).

Las principales fuentes de proteina son de origen animal, como carne, leche y huevos, algunos de
estos por lo general de elevado costo, lo que ha dado lugar a un aumento en la investigacion de
fuentes de proteina vegetal (Chel, Pérez, Betancur & Davila, 2002). Asi pues, es necesario
desarrollar procesos de extraccidon de proteinas vegetales para su utilizaciéon en otras
aplicaciones (Vioque, Sanchez, Pedroche, Yust & Millan, 2001), como enriquecer los alimentos
procesados y productos texturizados para el consumo humano (Chel et al., 2002).

2.3. Obtencidn de proteinas vegetales

Para obtener la fraccién proteinica de las leguminosas se deben eliminar los compuestos solubles
no proteicos presentes en la harina, quedando un producto rico en azucares insolubles y
proteinas (Vioque et al., 2001). Para la extraccion de las proteinas se pueden aplicar algunos de
los siguientes métodos:

* Lavado alcalino y precipitacién al punto isoeléctrico de las proteinas
*  Lavado con agua después de tratamiento térmico
e Tratamiento mediante soluciones hidroalcohdlicas.

De estos, la precipitacion isoeléctrica es la alternativa mas favorable ya que permite el uso
integral de los granos de leguminosas. Se obtiene un producto rico en proteinas, almidén vy
fracciones elevadas en fibra (Betancur, Gallegos & Chel, 2004). Mediante estos procesos, de la
harina de Mucuna pruriens se puede obtener la fraccidn rica en proteinas < 70% (Adebowale,
2008; Adebowale, Adeyemi, Oshodi & Niranjan, 2007; Corzo, Chel & Betancur, 2000), asi como
concentrados proteinicos (> 70% de proteina) de Phaseolus lunatus y Phaseolus vulgaris
(Torruco, 2008). También se pueden obtener aislados proteinicos (90% o mas de proteina), en
medio alcalino (pH entre 7 y 11) para favorecer la solubilizacion de las proteinas
desnaturalizadas, se precipitan en su punto isoeléctrico, y después se separan por centrifugacion
o filtracion (Chel et al., 2002; Betancur et al., 2004). Las fracciones ricas en proteina, asi como los
concentrados y aislados proteicos se utilizan en la elaboracién de alimentos como fuente de
nitrogeno (Vioque, Pedroche, Yust, Lqari, Megias, Girdn et al., 2006), en la formulacion de dietas
especiales para la alimentacién infantil y/o de adultos mayores (Guadix, Guadix, Paez, Gonzalez
& Camacho, 2000). Una vez obtenido el aislado, concentrado o fraccidn proteinica, y con el fin de
mejorar sus propiedades se someten a procesos de hidrdlisis enzimatica. Esto modifica las
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propiedades fisicoquimicas y farmacoldgicas de las proteinas, favoreciendo su solubilidad,
absorcion y biodisponibilidad, sin que se vea afectado el valor nutrimental (Betancur, Martinez,
Corona, Castellanos, Jaramillo & Chel, 2009).

2.4. Hidrolizados proteinicos

Los hidrolizados enzimaticos han sido utilizados para mejorar las propiedades funcionales de los
productos alimenticios, en la formulacién de productos farmacéuticos y de aplicacion clinica
especifica, asi como para hacer a la proteina hipoalergénica y para obtener péptidos bioactivos
(Tardioli, Fernandez, Guisan & Giordano, 2003). La hidrélisis enzimatica presenta indudables
ventajas frente a la hidrdlisis quimica acida o alcalina tradicional, entre ellas su selectividad ya
que son especificas para un tipo determinado de enlace y, por tanto, es poco frecuente la
aparicion de productos de degradacion. La hidrélisis ocurre en condiciones moderadas de
temperatura y pH (40 a 60 °C y pH entre 4-8), no se afaden sustancias extrafias y, lo mas
importante, se conserva el valor nutritivo. La hidrdlisis alcalina, por el contrario, destruye los
aminodacidos Arginina y Cisteina y la hidrdlisis acida disminuye los niveles de triptéfano y
desamina a la serina y la treonina (Guadix et al., 2000).

El porcentaje de enlaces peptidicos rotos (grado de hidrdlisis, GH) puede ser controlado
mediante la proporcion enzima - sustrato, tiempo de hidrélisis y temperatura.

Los hidrolizados proteinicos se dividen en dos grandes grupos:

e Hidrolizados limitados, con GH menores del 10%, para mejorar sus propiedades
funcionales

e Hidrolizados extensivos, con GH mayores del 10%, para su uso en alimentacion
especializada, por sus propiedades bioactivas (Pedroche, Yust, Giron-Calle, Vioque, Alaiz
& Millan, 2003).

Los hidrolizados extensivos (GH > 10%), son utilizados en alimentacién especializada, como
suplementos nutrimentales y dietas médicas que, por su alta solubilidad y éptima absorcion
intestinal son consumidos por atletas, personas de la tercera edad o consumidores que necesitan
requerimientos especiales en sus dietas, asi como en el tratamiento de sindromes especificos
como fenilcetonuria, tirosinemia y encefalopatias hepdticas (Vioque et al., 2006).

Un factor importante a considerar durante la generacion de los hidrolizados es la actividad
enzimatica especifica (Vioque et al.,, 2001). Diversas enzimas son capaces de producir
hidrolizados con propiedades bioactivas (Sosa, 2009; Torruco, 2008; Wenyi & Gonzalez de Mejia,
2005; Yang, Yang, Chen, Tzeng & Han, 2004). La alcalasa es una de las mas utilizadas y es una
enzima grado alimentario producida por Novo Nordisk. La enzima presenta amplia especificidad
e hidroliza la mayoria de los enlaces peptidicos que contengan residuos de aminodcidos
aromaticos asi como enlaces donde el extremo carboxilico contenga residuos hidrofébicos como
leucina, tirosina y valina. La alcalasa tiene su pH éptimo de actividad entre 6.5 y 8.5, siendo
rapidamente inactivada debajo de pH 5 y por arriba de pH 11 (Tardioli et al., 2003). Otra enzima
utilizada es la Flavourzima, proteasa obtenida del Aspergillus oryzae, que presenta actividad
tanto endoproteasa como exopeptidasa con un pH dptimo entre 7 y 8. Esta enzima ha sido
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introducida por Novo Nordisk para disminuir el sabor amargo de los hidrolizados proteinicos con
bajos grados de hidrdlisis (10 a 20%) y para mejorar el sabor de los productos con alto grado de
hidrdlisis (50% o mas). El sabor amargo desagradable de los hidrolizados puede producirse
debido a la formacién de péptidos con residuos hidrofébicos al final de la cadena (Hamada,
2000).

2.5. Alimentos funcionales

En los ultimos afos, el interés por el estudio y el desarrollo de alimentos funcionales ha
experimentado un gran incremento, tanto por su evidente valor terapéutico como por su gran
interés para la industria alimentaria y farmacéutica, debido a repercusién econdmica que supone
la comercializacion de este tipo de alimentos (Martinez & Martinez, 2006). La hidrdlisis
enzimatica puede liberar péptidos bioldgicamente activos que, ademds de su valor nutrimental
como fuente de aminoacidos, son capaces de ejercer efectos bioldgicos especificos.

Para la Organizacién Mundial de Salud (OMS), la salud no solo es la ausencia de enfermedad,
pues incluye también el bienestar fisico, mental y psicolégico. De manera analoga, el alimento no
solo es necesario para el sustento, desarrollo y crecimiento del cuerpo, sino que desempefia un
papel clave en la calidad de la vida (Ashwell, 2004). El término alimento funcional nace en Japdn
para mejorar la calidad y aumentar las expectativas de vida, reduciendo asi el gasto en salud de
la poblacién. Los alimentos funcionales son alimentos procesados que contienen ingredientes
que regulan funciones especificas del organismo (Monge, Cardozo, Barreiro, Huenchuiiir, Pinzén,
Mora et al., 2008), como valor adicional, por encima de su valor nutrimental y cuyas acciones
positivas justifican su caracter funcional (Silveira, Megias & Molina, 2003). La ciencia de los
alimentos funcionales se dirige a los componentes alimentarios que afectan positivamente las
funciones bioldgicas del organismo: crecimiento y desarrollo en la primera infancia, regulacién
de los procesos metabdlicos basicos, defensa contra el estrés oxidativo, fisiologia cardiovascular,
fisiologia gastrointestinal, rendimiento cognitivo y mental, incluidos el estado de animo y la
rapidez de reacciéon (Ashwell, 2004). La demanda social de estos productos alimenticios aumenta
cada dia y hoy es posible responder a las exigencias de seguridad y eficacia que reclama la
sociedad (Monge et al., 2008).

Existe una amplia gama de productos de los cuales se pueden obtener péptidos con propiedades
farmacoldgicas interesantes (Tabla 1). Hidrolizados de la leche presentan actividades
inmunomoduladoras y antihipertensivas (Wenyi & Gonzalez de Mejia, 2005), mientras que los
hidrolizados de las leguminosas presentan actividades antioxidantes, antihipertensivas,
citotdxicas y antiinflamatorias (Galicia, 2011; Torruco, 2008). Los péptidos bioactivos que
constituyen los alimentos funcionales pueden tener accidn local (gastrointestinal) y sistémica al
atravesar el epitelio intestinal y llegar a tejidos periféricos a través de la circulacidon sanguinea
(Martinez & Martinez, 2006). Estos hidrolizados y péptidos se han utilizado en el cuidado y
prevencidon de enfermedades crénico degenerativas, incorporandolos a los alimentos como
alternativa para mejorar la salud o prevenir enfermedades mediante una alimentaciéon mas
saludable (Chel & Betancur, 2009).
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Actividad biologica Efecto benéfico

Inmunomoduladores Estimulan la respuesta inmune

Inhibidores de la enzima convertidora de Reducen el riesgo de padecer enfermedades

angiotensina cardiovasculares

Antioxidantes Previenen enfermedades degenerativas y
envejecimiento

Reguladores de transito intestinal Mejoran la digestidn y absorcion

Reguladores de la proliferacion celular Reducen la proliferacién de tumores
cancerigenos

Antimicrobianos Reducen el riesgo de infecciones

Quelantes Mejoran la absorcién de minerales y metales

Hipocolesterolémicos Reducen el riesgo de padecer enfermedades
cardiovasculares

Anticoagulantes Reducen los riesgos de padecer trombos

Tabla 1. Péptidos bioactivos y efectos benéficos en el organismo (Vioque et al., 2006)

Cabe mencionar que diversas empresas incluyen en sus productos diversos componentes
bioactivos, como Valio Ltd. de Finlandia, quien desarroll6 un producto a base de leche
fermentada que contiene péptidos bioactivos. Los componentes del Evolus® presentan un efecto
benéfico sobre la presidn sanguinea ya que contiene muy poco sodio y adicionalmente
proporciona calcio, potasio y magnesio. En todos los casos la accion antihipertensiva se ha
debido a la presencia de los tripéptidos formados por Val-Pro-Pro (VPP) y lle-Pro-Pro (IPP), los
cuales purificados o como componentes de los productos hidrolizados han demostrado su
efectividad para bajar la presion arterial en humanos después de entre 2 a 7 semanas de
consumir el producto. Hata, Yamamoto, Ohni y Nakajima (1996) de igual forma desarrollaron un
producto que contenia los mismos péptidos que el Evolus®, a este producto lo denominaron
Calpis® y durante su evaluacion clinica redujo la presion sistélica y diastdlica (p < 0.05). Asimismo
se han anadido péptidos extraidos de hidrolizados con caseina de leche con secuencia RYLGY y
AYFYPEL, disminuyendo la presion de ratas espontidneamente hipertensas a dosis de
200-800 mg/kg. También se incorporé a un yogurt liquido conservando sus caracteristicas
después de ser sometido a procesos de atomizacion, homogenizacion y pasteurizacion
(Contreras, Sevilla, Monroy, Amigo, Molina, Ramos et al., 2011). El panorama actual en el campo
de los alimentos funcionales y los avances en la investigacion en el uso de hidrolizados en la
industria alimentaria da la pauta para la utilizaciéon de los productos de hidrdlisis de la
leguminosa M. pruriens como antihipertensivo.

2.6. Bioevaluacion de los hidrolizados

La actividad farmacoldgica de los hidrolizados puede evaluarse mediante ensayos in vitro como
in vivo, con las ventajas y desventajas que presenta cada una de estas modalidades de estudio. El
modelo in vitro permite determinar actividades concentracion - dependiente en poblaciones
celulares o tejidos aislados (curvas dosis-respuesta), sin que los hidrolizados y péptidos activos
sean afectados por parametros farmacocinéticos que pudieran limitar la actividad de los mismos,
como el metabolismo y la excrecién. Sin embargo, son los estudios in vivo los que determinan la
utilidad y eficacia en el individuo, considerando ademas la actividad selectiva o especifica sobre
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los érganos o sistemas fisioldgicos. Los estudios in vitro realizados con los hidrolizados pueden
revisarse en el capitulo 2 de este libro.

Se han descrito distintas metodologias para la evaluacion de componentes activos que se
incorporan durante la produccién de alimentos funcionales, tal como lo reportan Plaami, Dekker
y Jongen (2002). Se inicia con pruebas “in vitro”, después se evalian en modelos animales y
finalmente en seres humanos. Posterior a la evaluacion “in vivo”, los hidrolizados son
susceptibles a ser adicionados en alimentos y/o bebidas debido a su alta solubilidad, tal como lo
realizé Torruco (2008), quien adiciond fracciones peptidicas bioactivas menores a 1 kDa,
extraidos de P. lunatus y P. vulgaris a una concentracién de 10.000 ppm y estos mantuvieron su
actividad inhibitoria de la ECA-l observada in vitro.

Evaluacion del efecto hipotensor y antihipertensivo

Para determinar la actividad hipotensora y antihipertensiva in vivo de los hidrolizados obtenidos
de las leguminosas M. pruriens, P. vulgaris y P. lunatus se utilizaron ratas Wistar normo e
hipertensas. La presion arterial se determind por métodos no invasivos mediante la colocacidn
de un transductor de presién en la base de la cola. Para cada concentracion de los hidrolizados se
utilizaron sus respectivos controles positivos y negativos, utilizando de 4 a 6 individuos para cada
experimento. El peso corporal de las ratas estuvo en un rango de 240 a 320 gy edad de entre 8 y
10 semanas. Las condiciones ambientales del bioterio fueron a temperatura de 25°C y una
humedad relativa de 40 a 70%. Se aplicd un ciclo de luz y oscuridad de 12 h (07:00 — 19:00)
durante toda la etapa del experimento.

El efecto hipotensor se determiné de acuerdo al método reportado por Torruco (2008), mediante
el registro electrofisioldgico de la presion arterial extravascular no invasivo (Flores, Infante,
Sanchez, Martinez & Rodriguez, 2002), en ratas anestesiadas con una dosis Unica (30 mg/kg) de
barbital sédico (Sigma B0375) por via intraperitoneal (I.P.). Los métodos invasivos involucran
intervencion quirdrgica del animal para el registro intraarterial de la presion en ratas
anestesiadas o despiertas mediante el registro telemétrico, previa instalacion del dispositivo
inaldmbrico (Braga & Prabhakar 2009; Silasi, MacLellan & Colbourne, 2009). Los hidrolizados
proteinicos elegidos de acuerdo a su actividad in vitro sobre la enzima convertidora de
angiotensina (ECA), blanco terapéutico de las terapias antihipertensivas (Bader, 2010), se
evaluaron en tres dosis: 5, 10 y 15 mg/kg de peso corporal de las ratas, diluidos en 0.3 ml de
solucion salina fisiolégica con la siguiente composicion (en mM): NaCl, 130; KCl, 3; CaCl,, 2;
MgCl,, 2; NaHCOs, 1; NaH,PO,, 0.5; HEPES 5 (4cido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazine-ethanesulfénico,
Sigma Aldrich H4034), el pH se ajusté a 7.4 con NaOH. Como control testigo positivo se utilizd
captopril, un IECA utilizado frecuentemente para el control de la presién arterial, (Captopril®,
Sigma Aldrich C4042-5G) a la misma dosis que los hidrolizados (5, 10 y 15 mg/kg de peso
corporal). Como control negativo se administré 0.3 ml del vehiculo (solucién salina fisioldgica).
Todas las ratas tuvieron libre acceso a un alimento estandar (nu3lab, Research Global Solution) y
agua ad libitum.

Una vez bajo anestesia, las ratas se pesaron para determinar la cantidad de hidrolizado y
captopril que se administrarian via intraperitoneal (mg/kg). En la base de la cola se conecté el
transductor de presidén y éste a su vez en linea con un fisiégrafo (Physiograph CPM Narco
Bio-System, Inc. Houston, Texas). Las sefiales de la presion arterial podian ser vistas en un
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osciloscopio (OWON PDS 5022S) y adquiridas (a 1Khz) en una computadora mediante el
convertidor analdgico-digital Mini Digi B (Axon Instruments) y el software AxoScope 10.2. El
analisis de los registros de presién arterial se utilizd el Clampfit 10.2 (Axon Instruments). La
presién arterial se registré durante al menos 2.5 h por cada rata. De este periodo, los primeros
20-30 minutos representan la presién arterial basal y después se administré via I.P. el
tratamiento a evaluar: control negativo (solucidn salina fisioldgica), control positivo (Captopril®) y
los hidrolizados proteinicos.

El porcentaje de efecto hipotensor se calculé a partir de la siguiente férmula:
% de efecto hipotensor = 100 x (PA Exp)/(PA Ctrl)

Donde: PA Exp es la presion arterial observada después de la administracién del vehiculo,
captopril o hidrolizados y PA Ctrl es la presion arterial basal observada durante los primeros
20-30 min. de registro.

La solucidn salina fisioldgica, utilizada como vehiculo para disolver los hidrolizados y el captopril®
(control negativo) tuvo un efecto hipotensor no significativo (p > 0.05), de 0.60 + 0.14 vy
1.194 £ 0.53% sobre la presion arterial sistdlica y diastélica respectivamente. Este efecto
reducido fue reportado en la literatura (Chen, Lo, Hu, Wu, Chen & Chang, 2003; Lu, Ren, Xue,
Sawuano, Miyakawa & Tanokura, 2010; Zhou, Xue & Wang, 2010). Sin embargo, el efecto con el
captopril fue significativo, disminuyendo la presidn arterial un 23.54 + 0.01 a una concentracion
de 5 mg/kg. Al incrementar la concentracion, la disminucion de la presidn arterial fue mayor,
hasta 40.47 + 4.85 y 76.45 + 0.02 para 10 mg/kg y 15 mg/kg, respectivamente (Tabla 2), este
efecto obtenido fue similar al reportado por Torruco (2008).

Grupo control Dosis V P. Sistélica (%) V P. Diastélica (%)
Solucidn salina fisiologica 0.3 ml 0.60 +£0.14 1.94+0.53

5 mg/kg 23.54+0.01 22.68 £ 0.05
Captopril® 10 mg/kg 40.47 £ 4.85 30.48 £5.71

15 mg/kg 76.45 +0.02 61.00 £ 0.02

Tabla 2. Reduccion de la presion (%) sistdlica y diastdlica en grupos control positivo
(captopril) y control negativo (Solucidn salina fisioldgica). (n = 4), media + DE

Los hidrolizados obtenidos con Alcalasa (90 min de hidrdlisis) redujeron la presién arterial un
31.11 + 1851 a la dosis de 5 mg/kg del peso corporal de la rata (Figura 3), sin ser
estadisticamente diferentes (p > 0.05) a las evaluadas a mayor concentracion (dosis de 10 y
15 mg/kg). El efecto del hidrolizado de Mucuna pruriens fue similar al reportado por Torruco
(2008) para hidrolizados proteinicos de P. lunatus con Alcalasa a 90 min y concentracién de
10 mg/kg. Por otra parte, el efecto del hidrolizado con Alcalasa (120 min) fue estadisticamente
semejante en todas las dosis evaluadas (5, 10 y 15 mg/kg, p < 0.05), oscilando de 29.37 a
43.47%, pero mayor al observado con captopril a la dosis de 5 mg/kg (p < 0.05), semejante a la
dosis de 10 mg/kg (p < 0.05), pero menor al observado con la dosis de 15 mg/kg. Estos
resultados fueron similares a los encontrados con P. vulgaris hidrolizado con Alcalasa durante
60 min a concentraciones de 5y 15 mg/kg reportados por (Torruco, 2008).
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Los hidrolizados con Flavourzima de 5 min que presentaron mayor efecto hipotensor a una dosis
de 10 mg/kg, tuvieron una reduccion de la presion de 22.48 + 12.37, aunque fueron menores
que los obtenidos con el fdirmaco Captopril® a la misma dosis. Los hidrolizados con Flavourzima
de 120 min de hidrdlisis, no presentaron un efecto significativo sobre la presion arterial de la
rata, dando valores que oscilaron de 1.09 a 12.64% y -0.58 a 12.85%, siendo estadisticamente
iguales (5, 10 y 15 mg/kg). Esto sugiere que al aumentar el tiempo de hidrdlisis, el sistema
Flavourzima degrada los péptidos activos generados durante los primeros 5 min de hidrdlisis.

80 1 c B 5 mg/Kg
l B 10 mg/Kg
I (5 mg/Kg

70

Disminucion Presio Sistolica (%)

-10 - Captopril Sol. Salima Ale-90  Ale- 120 Flav-5 Flav- 120 A-F90  A-F120

Tratamientos

Figura 3. Disminucidn de la presion sistdlica (%) del control positivo, negativo e hidrolizados
proteinicos de Mucuna pruriens (n = 4), media + EEM. a-c Letras diferentes sobre las barras
indican diferencia estadistica por tratamiento (p < 0.05)

El efecto hipotensor del sistema secuencial Alc-Flav (90 min de hidrdlisis) a dosis de 5 mg/kg, fue
de 20.58 + 8.12 (Figura 3), semejante al observado con 120 min de hidrdlisis (22.40 + 2.53) a la
misma concentracion. Este efecto fue estadisticamente similar (p > 0.05) al observado con
captopril, sin embargo al aumentar la dosis del hidrolizado no se observd un mayor efecto
hipotensor, lo cual si se observo con el captopril.

Para determinar el efecto antihipertensivo se utilizan diversos modelos de induccién de
hipertension (Badyal, Lata & Dadhich, 2003). En este experimento se indujo hipertension arterial
en las ratas con la metodologia reportada por Kuru, Sentiirk, Kocer, Ozdem, Baskurt, Cetin et al.
(2009). La administracion oral crénica del inductor L-NAME en su agua de uso, a una dosis de
25 mg/kg del peso corporal de la rata durante un periodo de 5 a 6 semanas. Este inhibidor de la
oxido nitrico sintetasa induce un incremento de la presidn arterial después de su administracion
crdnica (Kuru et al., 2009). Como control negativo (sin farmaco) se utilizaron 5 ratas. La inhibicion
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de la éxido nitrico sintetasa se comprobé farmacolégicamente mediante la administracion aguda
(via I.P.) del inhibidor L-NAME, comparando su efecto sobre la presidon arterial con el grupo
control. El captopril se utilizdé como control positivo, a la misma concentracion que los
hidrolizados. Durante el tratamiento del L-NAME se determind el peso corporal de las ratas cada
semana, asi como un analisis de la quimica urinaria con tiras reactivas multiparamétricas
(Uricheck 10: nitritos, proteinas, glucosa, cuerpos cetdnicos, urobilindgeno, bilirrubinas, sangre,
gravedad especifica, pH y leucocitos), lo que permitia conocer la funcionalidad renal de los
modelos experimentales.

Después de las 6 semanas de tratamiento con L-NAME (a dosis de 25 mg/kg/dia), las ratas Wistar
tratadas, se consideraron en estado hipertenso (HTA) segun lo reportado por Kuru et al. (2009)
donde presentaron una elevacidn de la presion arterial mayor a 140 mmHg después de la quinta
semana de tratamiento. La evaluacion farmacoldgica de la inactivacion de la enzima oxido nitrico
sintetasa (ON) mediante la administracion via I.P. del inhibidor L-NAME, se muestra en la
Figura 4.

Tratamiento con L-NAME via [.P.

Aumento en lapresion aterial (o)

1 HIA NORMOTENSAS HTA NORMOTENSAS
(5 mgkg) (¢ mg kg (10 mg'kg) 10 mg kg

Figura 4. Efecto hipertensor de L-NAME (via I.P.) en ratas con hipertension arterial inducida (HTA)
y ratas normotensas Wistar, (n = 4), media + DE. a-b Letras diferentes sobre las barras indican
diferencia estadistica por dosis (p < 0.05)

El efecto hipertensor de las ratas con HTA inducida fue de 8.20 + 4.93 y -0.54 + 3.37% para la
dosis de 5 y 10 mg/kg, respectivamente. Sin embargo, en las ratas control, sin inhibicién de la
oxido nitrico sintetasa por L-NAME, el efecto hipertensor fue mayor: 40.18 + 1.56 y 39.31 + 7.85
a las dosis de 5 y 10 mg/kg, respectivamente. Este efecto hipertensor es similar a lo reportado
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por Ladecola, Xu, Zhang y Hu (1994). La inhibicién de esta enzima disminuye los niveles de ON, y
se ve reflejado en un aumento en la presién arterial (Chao-Yu, Fu-Ming & Ding-Feng, 2001). Los
modelos experimentales tratados y no tratados con L-NAME, no presentaron diferencias
significativas en el peso (p > 0.05) y los parametros evaluados en la orina estuvieron dentro de
los limites normales (Laso, 2002).

En la Figura 5 se presenta el efecto antihipertensivo de los hidrolizados que presentaron mayor
efecto hipotensor en las ratas Wistar normotensas. La respuesta antihipertensiva del hidrolizado
con Alcalasa (90 min), a una dosis de 5 mg/kg fue de 25.53 + 5.46%, similar a los obtenidos en las
ratas normotensas. El hidrolizado con Alcalasa, 120 min de hidrdlisis redujo la presién arterial
29.37 £ 13.03% a la dosis de 5 mg/kg y fue estaditicamente igual (p > 0.05) al de 90 min y ambos
al captopril (reduccion de 28.56 + 5.23%). Los resultados obtenidos con el sistema Alcalasa
fueron mayores a los que reportan Lourengo, da Rocha y Netto (2007) para los hidrolizados de
proteina de suero con Alcalasa (hasta GH de 10%) en ratas espontaneamente hipertensas (SHR),
donde probaron una dosis mas alta (500 mg/kg) y solamente redujo un 15% la presion arterial.

Captopril
(10 mg'kg)

Captopril
(3 mg'kg)

A-F 120
(5 mg'kg)

I PAD
B PAS

A-F 90
(5 mg/'kg)

Flav 5
(10 mg/'kg)

Alc 120
(5 mg'kg)

Alec 90
(5 mg’kg)

10 1.5 20 2 30 3 40
Disminucién de la presion arterial (%0)

T -
h
h

Figura 5. Efecto antihipertensivo de hidrolizados proteinicos de M. pruriens y captopril (via I.P.) en
ratas con hipertensién arterial inducida (HTA). (n = 4), media + EEM. PAD, presidn arterial
diastdlica; PAS, presion arterial sistdlica

Los hidrolizados con Flavourzima de 5 min tuvieron un efecto antihipertensivo de 14.96 + 4.32%
a dosis de 10 mg/kg, menor que el obtenido con los de Alcalasa (90 min, 5 mg/kg) y captopril a la
misma dosis, el cual redujo la presion un 35.05 + 4.58%. Existe poca evidencia cientifica donde se
hayan evaluado hidrolizados con Flavourzima via I.P., sin embargo se han encontrado péptidos
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con actividad antihipertensiva a partir de hidrolizados con Flavourzima como los citados por
Tonouchi, Suzuki, Uchida & Oda (2008) a partir del hidrolizado de queso danés obtenido
mediante una mezcla de Proteasa N, Umamizima y Flavourzima, produciendo un péptido de
secuencia Met-Ala-Pro que al ser administrado oralmente a ratas SHR mostré una reduccion de
la presion arterial sistdlica aproximadamente un 10%. También Tsai, Chen, Pan, Gong & Chung
(2008) utilizaron Flavourzima como acelerador en la produccion de péptidos bioactivos, sucesivo
a fermentacion con bacterias acido lacticas, capaces de inhibir a la ECA y tener efecto en la
reduccién de la presion arterial.

Para los hidrolizados obtenidos con el sistema secuencial de 90 y 120 min (5 mg/kg), el efecto
antihipertensivo fue de 22.22 + 0.75% y 16.10 + 12.12%, respectivamente (Figura 5). El efecto
observado a 90 min de hidrdlisis fue estadisticamente similar (p > 0.05) al observado con
captopril a la misma dosis. Nuevamente, al aumentar el tiempo de hidrdlisis con flavourzima
disminuye el efecto antihipertensivo. Diversos autores han extraido péptidos con actividad
antihipertensiva (Chen, Xuan, Fu, He, Wang, Zhang et al., 2007; Jauhiainen, Pilvi, Jian, Kautiainen,
Muller, Vapaatalo et al., 2010; Megias, Pedroche, Yust, Alainz, Giron, Millan et al., 2009),
asimismo, Motoi y Kodama (2003) a partir de hidrolizado de proteina de soya con Proteasa M,
secuenciaron el péptido lle-Ala-Pro, y después de ser disuelto en solucion salina se inyectdé por
via I.P. a ratas SHR, a dosis muy elevada de 50 mg/kg que redujo la presion arterial sistélica en
aproximadamente un 25%, y al aumentar la dosis a 150 mg/kg la presion arterial se redujo cerca
de un 40%.

3. Conclusion

Los hidrolizados generados de Mucuna pruriens fueron farmacoldgicamente activos, capaces de
disminuir la presién arterial. Estos resultados permiten sugerir su incorporacion en los alimentos
como alternativa antihipertensiva para mejorar la salud o prevenir las complicaciones de la
enfermedad mediante una alimentacién mas saludable.

La actividad farmacoldgica de los hidrolizados proteinicos obtenidos con los sistemas enzimaticos
permite desarrollar alimentos funcionales o nutracéuticos que pueden ser utilizados para
prevenir o reducir la aparicién de las enfermedades crdnico-degenerativas del sindrome
metabdlico y sus complicaciones.

El proceso de hidrdlisis genera péptidos con actividad bioldgica, proceso que debe ser
estandarizado para mejorar el rendimiento de los mismos ya que un mayor tiempo de hidrélisis
podria llevar a su degradacion, como ocurre con el sistema de la Flavourzima.
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