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Resumen

Al ser el entorno uno de los detonantes de las ma-
nifestaciones clinicas propias de la hipertension arte-
rial sistémica, los cientificos se han dado a la tarea de
plantear nuevas soluciones que sustituyan los fdrmacos
utilizados en el tratamiento de esta enfermedad. Las
proteinas alimentarias se investigan no solo desde el
punto de vista nutrimental, sino como materia prima
para la obtencion de péptidos con funciones bioldgicas
especificas y entre ellos se encuentran algunos que po-
seen actividad antihipertensiva por inhibicién de la en-
zima convertidora de angiotensina (ECA-I). Se realizé
un estudio andlitico, experimental, prospectivo y trans-
versal para evaluar el efecto hipotensor de las fraccio-
nes peptidicas obtenidas del frijol (Phaseolus vulgaris
L) endurecido en ratas Wistar Kyoto; las mediciones de
la presion arterial se realizaron del 25 de julio al 19 de
agosto del afio 201 | en el bioterio de la Facultad de
Ingenieria Quimica (FIQ) de la Universidad Auténoma
de Yucatdn (UADY). Resultados. De la dieta experimen-
tal adicionada con 5 mg/Kg de péptidos obtenidos por
hidrdlisis con el sistema pepsina-pancreatina se obtu-
vo una presion arterial sistélica de 97 mmHg y una
presién arterial diastdlica de 63 mmHg comparables
con los valores de presion obtenidas de las dietas con
Captopril®. Los resultados establecen bases para con-
siderar a las fracciones peptidicas de los hidrolizados
de frijol endurecido como ingredientes nutracéuticos,
con potencial para ser empleados_en el desarrollo de

alimentos funcionales. LUX MEDICA, ANO 7, NUMERO 22, SEP-
TIEMBRE-DICIEMBRE 2012 PP 51-58
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Abstract

Being the environment one of the triggers of the cli-
nical manifestations of systemic arterial hypertension,
scientists have given the task of raising new solutions
that replace the drugs used in the treatment of this
disease. Food proteins are investigated not only from
the nutritional point of view, but as raw material for the
production of peptides with specific biological functions
and among them there are some possessing antihyper-
tensive activity by inhibition of the enzyme angiotensin-
converting enzyme (ACE-)).An analytical, experimental,
prospective and cross-sectional study was conducted to
evaluate the effect of antihypertensive peptide derived
from the bean fractions (Phaseolus vulgaris L) harde-
ned in Wistar Kyoto rats; blood pressure measurements
were taken from July 25 to August 19, the year 201 |
in the Bioregion of the Faculty of engineering Chemistry
(FEQ) of the Universidad Auténoma of Yucatan (UAY).
Results. The experimental diet added with 5 mg/Kg of
peptides obtained by hydrolysis with the system pep-
sina-pancreatina was comparable with the values of
pressure 97 mmHg systolic blood pressure and dias-
tolic blood pressure of 63 mmHg obtained diets with
Captopril®. The results establish bases to consider frac-
tions peptide of the hydrolysates of bean hardened as
ingredients nutraceuticals, with potential to be used in
the development of functional foods. LUX MEDICA, ANO 7,
NUMERO 22, SEPTIEMBRE-DICIEMBRE 2012 PP 51-58
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Introduccion.

La hipertension es un aumento de la resistencia periférica total de-
bido a vasoconstriccion de la pared vascular arteriolar, que conduce
a un aumento de la presion sistémica’. Existen sistemas hormonales
que ayudan a la regulacién de la presion arterial y el flujo sangui-
neo; de estos el mas importante es el sistema renina-angiotensina-
aldosterona (RAA). Ante una caida de la presion arterial, la renina
secretada por las células yuxtaglomerulares del rinén convierte el
angiotensin6geno en angiotensina?. En secuencia la renina y la en-
zima convertidora de angiotensina (ECA) acttian sobre sus sustratos
para producir la hormona activa angiotensina Il, la cual eleva la
presién arterial®.

En México y en el mundo, la hipertensién arterial (HTA) es un
problema de salud publica que afecta a gran parte de la poblacién,
principalmente adulta®. Al ser el entorno uno de los detonantes de
las manifestaciones clinicas propias de la enfermedad, es posible
plantear tratamientos alternos y sencillos de realizar; como un con-
trol de la dieta y la realizacion de actividad fisica®. Es en esta bus-
queda que los cientificos se han dado a la tarea de plantear otras
alternativas en el tratamiento de esta enfermedad. Actualmente,
las proteinas alimentarias se investigan no solo desde el punto de
vista nutrimental o funcional, sino como materia prima para la ob-
tencion de péptidos®. Los péptidos bioactivos son cadenas de entre
2 y 20 aminoacidos que componen proteinas y se encuentran inac-
tivas en la proteina intacta.” Una vez liberados mediante hidrolisis
quimica o enzimatica, los péptidos con actividad biolégica, tienen
efectos especificos destacando los del aparato digestivo, el sistema
cardiovascular (antihipertensivos, antitrombéticos), defensa del or-
ganismo (antimicrobianos) y otros como el efecto antioxidante; lo
que justifica su uso como nutracéuticos en alimentos funcionales.®
Actualmente existe una gran gama de péptidos con funciones bio-
l6gicas especificas y entre ellos se encuentran algunos que poseen
actividad antihipertensiva al inhibir a la enzima convertidora de an-
giotensina (ECA-I) °. La ECA-I es la enzima encargada de hidrolizar
a la angiotensina | (derivada del angiotensinégeno por accion de
la renina) para formar la angiotensina II, que es la hormona acti-
va responsable de disminuir la filtracion glomerular y aumentar la
reabsorcién de sodio y cloro. Ademas, esta enzima degrada la bra-
dicinina, que es un péptido vasodilatador; elevando asi la presion
arterial. Es por lo anterior que la inhibicién de la ECA-I es crucial
para el control de la hipertension arterial."

Se han realizado diversos estudios tanto “in vitro" como "in
vivo" para lograr la comprension del mecanismo de accién de los
péptidos que inhiben la ECA. Dicho mecanismo es similar a la de los
farmacos, ya que los tres ultimos residuos de aminoacidos adyacen-
tes a la region del C-terminal, de los péptidos que presentan esta
actividad, se enlazan fuertemente al sitio activo de la ECA y se ha
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observado que éstos tienen una mayor especificidad de inhibicién
hacia aquellos péptidos que contengan residuos de aminoacidos
hidrofébicos (aromaticos o ramificados) en las tres Gltimas posicio-
nes de la region C-terminal. Lo anterior, aplica para lo péptidos de
cadenas cortas altamente activos como son: la mayoria de los di
y tripéptidos que poseen residuos de tirosina (Y), fenilalanina (F),
triptéfano (W), o prolina (P) en el C-terminal, siendo el W el que
parece ser que le confiere mayor potencial de inhibicién de la ECA.
Con respecto, a los residuos de aminoacidos que mas predominan
en el grupo N-terminal de los di y tripéptidos son la isoleucina (1) y
la valina (V) ". Cheung y col' reportaron que la actividad inhibi-
toria de la ECA es mas fuerte cuando hay residuos de aminoacidos
hidrofébicos (aromaticos y ramificados) como la histidina-leucina
(HL), fenilalanina-arginina (FR) y alanina-prolina (AP) en el C-ter-
minal.

Puede resumirse el mecanismo de accion de los péptidos en dos
puntos relevantes: 1) tienen importancia fisiolégica, porque en la
administracion oral, estos péptidos bioactivos tienen que alcanzar
el torrente sanguineo en una forma activa para ejercer su efecto
antihipertensivo, ya que la digestion gastrointestinal y el transporte
son las principales barreras de la biodisponibilidad de los péptidos
que inhiben a la ECA y 2) la digestion por proteasas gastrointesti-
nales pueden ser usados como un proceso de produccion de pép-
tidos inhibitorios de la ECA, con la ventaja de que los péptidos
que se formen sean resistentes a la digestién fisiolégica después
de su ingestion™. El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto
hipotensor in vivo de fracciones peptidicas obtenidas por hidrdlisis
enzimatica de concentrados proteinicos de frijol endurecido en un
modelo animal.

Material y métodos Pancreatina (PP), con el método propuesto

Se trata de un estudio de tipo analitico, ex-
perimental, prospectivo y transversal, de-
sarrollado en el Laboratorio de Ciencia de
los Alimentos y en el bioterio de la Facultad
de Ingenieria Quimica de la Universidad
Auténoma de Yucatan, durante el periodo
comprendido entre el 25 de Junio y el 19
de Agosto del ano 2011, como producto
de una estancia denominada “Verano de
la Investigacién”.

Se efectuaron dos hidrolisis enziméticas
usando los sistemas secuenciales Alcalasa®
Flavourzyme® (AF), de acuerdo al método
descrito por Pedroche et al." y Pepsina-
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por Vioque et al.™® Para ambos sistemas, se
us6 como sustrato un concentrado proteini-
co de frijol endurecido (Phaseolus vulgaris
L.) con un contenido de proteina cruda de
67.7% . Posteriormente se obtuvieron cin-
co fracciones peptidicas de la porcién solu-
ble de ambos hidrolizados, usando celdas
de ultrafiltracion de diferente corte de peso
molecular (10, 5, 3y 1 kDa), empleando la
metodologia de Cho et al'®. A cada una de
las fracciones se les cuantificé el contenido
de proteina soluble, mediante el método
de Lowry", y se determiné el porcentaje
de inhibicién de la Enzima Convertidora de
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Concentracion de proteina (mg/mL)

Angiotensina-1 (ECA). A las fracciones que
presentaron el mayor porcentaje de inhi-
bicién de la ECA se les determinaron los
valores de IC50, (concentracién de frac-
cion hidrolizada necesaria para inhibir en
un 50% la actividad de la ECA), mediante
el método de Hayakary et al'®. Para efec-
tuar los estudios in vivo se seleccionaron
las fracciones peptidicas de < 1 kDa y se
evaluaron durante cuatro semanas en 21
ratas hembras normotensas de la raza Wis-
tar Kyoto, lo anterior fue debido a que el
objetivo era observar el efecto de los hi-
drolizados y fracciones peptidicas sobre la
disminucion de la presién arterial en dichos
animales de experimentacion, asignando al
azar tres ratas con un peso promedio de

Resultados

De la ultrafiltracién se obtuvieron cinco
fracciones de diferentes pesos molecula-
res, para ambos sistemas enzimaticos (AF y
PP): F >10 kDa, F 5 - 10 kDa, F 3 - 5 kDa,
F1-3kDayF <1 kDa. Se observé que el
contenido de proteina disuelta en las frac-
ciones disminuy6 de forma proporcional
conforme se redujo el peso molecular de
la membrana de ultrafiltracion empleada
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Figura 1. Concentracion de proteina (mg-ml) de las
fracciones peptidicas de APy PP.
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250g para cada tratamiento. En total, para
los tratamientos, se probaron siete dietas
experimentales: una dieta control, dos die-
tas incorporadas con dos niveles del far-
maco Captopril (5 y 10 mg/kg de peso) y
cuatro dietas incorporadas con dos niveles
de cada una de las fracciones peptidicas AF
y PP (5 y 10 mg/kg de peso). La evalua-
cién consistié en la medicion de la presion
arterial de los animales durante cuatro se-
manas, del 25 de Julio al 19 de Agosto del
ano 2011 en el Bioterio de la Facultad de
Ingenieria Quimica (FIQ) de la Universidad
Auténoma de Yucatan (UADY) empleando
el sistema CODA™ de medicion arterial no
invasiva y para el andlisis estadistico se em-
plearon medidas de tendencia central.

(figura 1). Se determiné in vitro el porcen-
taje de inhibicion de la ECA a cada una de
las fracciones de cada sistema, de manera
general se observé que el porcentaje de in-
hibicién se incrementé al disminuir el peso
molecular de la fraccion; observandose los
mayores porcentajes de inhibicion en las
fracciones de <1 kDa. Los valores de 1C50,
de las fracciones de <1 kDa se presentan
en la figura 2.

5.0

45
40 44544
35
30
25

20

1C50 (mg/mL)

55

0.5

0.0

Fracciones peptidicas < | kDa

Figura 2. Valores de IC en las fracciones <IkDa de
los sistemas encimdticos de AP y PP.
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La composicion de las dietas experi-
mentales se muestra en las tablas 1y 2. Los
datos obtenidos de la evaluacion in vivo
del efecto hipotensor de las fracciones de
<1 kDa obtenidas con ambos tratamientos
enziméticos se presentan en las figuras 3
y 4. La fraccion de <1 kDa obtenida con
el sistema enzimatico PP ejercié un mayor

Efecto hipotensivo de proteinas hidrolizadas obtenidas del frijol (Phaseolus

vulgaris L) endurecido

efecto hipotensor a los dos niveles evalua-
dos (5 y 10 mg/kg de peso), ya que no
solo reduce ambas presiones (diastélica y
sistélica), sino que dicha reduccién fue mas
estable durante el tiempo del estudio.

El efecto hipotensor de dicha fraccion,
incluso fue semejante al que presenté el far-
maco Captopril a los dos niveles evaluados.

Ingrediente gr/1.5Kg Tratamiento Concentracion
Caseina 150.00 Alcalase®-Flavourzyme®  5mg/kg de peso de la rata
Glucosa (destrosa) 78.5% 286.62 Alcalase®-Flavourzyme®  10mg/kg de peso de la rata
Almidén de maiz 1003.00 Pepsina-Pancreatina 5mg/kg de peso de la rata
Aceite de maiz 75 Pepsina-Pancreatina 10mg/kg de peso de la rata
Celulosa 30 Captopril 5mg/kg de peso de la rata
Mezcla de vitaminas 75 Captopril 10mg/kg de peso de la rata
Mezcla de minerales 9.0 Blanco negativo --

Total 1561.62gr

Tabla 1. Composicion de las dietas experimentales

La evaluacion in vivo se determiné du-
rante cuatro semanas, haciendo mediciones
dos veces por semanas. En total se obtu-
vieron siete mediciones, observandose un
mayor descenso de la presion arterial sisté-
lica (PAS) en las ratas tratadas con 5 mg/kg
de peso del sistema AF (figura 3). Respecto
a la presion arterial diastélica (PAD), se ob-

Tabla 2. Niveles de adiccion a las dietas experimentales

servé un mayor descenso de la presién en
las ratas tratadas con 10 mg/kg de peso
del sistema PP (figura 4). Al comparar las
medias de las PAS y PAD de todos los tra-
tamientos puede observarse que todas, sin
excepcion, son inferiores en comparacion
de la media correspondiente al tratamiento
blanco negativo (sin adicionar) (figura 5).
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Fig 5. Comparacion de las medias de las presiones arteriales de todos los tratamientos. A: Blanco negativo. B:
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La presente investigacion evalué el efecto
hipotensor in vivo de las fracciones pepti-
dicas obtenidas por hidrdlisis enzimatica de
concentrados proteinicos de frijol endure-
cido las cuales se adicionaron al alimento
que se elabor6 para los animales del en-
sayo.Se observé en ambos hidrolizados,
que la actividad inhibitoria (Al) de ECA in
vitro de las fracciones peptidicas ultrafil-
tradas depende del peso molecular de los
péptidos, con la menor Al en la fraccién de
>10kDa y la mas alta en las fracciones de
menor peso. Esto concuerda con las obser-

vaciones que muestran que los péptidos de
bajo peso molecular muestran mas activi-
dad inhibitoria de ECA.™

Los valores de 1C50 (cantidad de pro-
teina requerida para inhibir el 50% de la
actividad de la ECA) fueron de 4.45 ug/mL
y de 1.95 ug/mL para los sistemas AF y PP,
respectivamente lo cual indicaria que los
péptidos preparados con el sistema pepsi-
na-pancreatina son mas efectivos para el
tratamiento de la presion arterial.

Para la realizacion de las dietas ex-
perimentales se utilizaron las fracciones
de peso molecular <1kDa de Alcalase®-

Numero veintidés, sep-dic del 2012 LUX MEDICA
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Flavourzyme(r) y fraccién <1kDa de Pepsi-
na-Pancreatina, estos tratamientos fueron
elegidos debido a que, aunque la fraccién
<1kDa de Alcalase®-Flavourzyme® no
fue la que presenté mayor porcentaje de
inhibicion, la literatura refiere que los hi-
drolizados proteinicos de pesos molecula-
res bajos son los que suelen tener mayor
efecto hipotensor %°, ademas de que, de-
bido a que se adicionarian al alimento para
ratas, se tomé en cuenta el hecho de que
los péptidos de pesos moleculares mayores
suelen proveer sabores amargos a los ali-
mentos ?'.

En la evaluacion in vivo de la actividad
biologica, las ratas alimentadas con las die-
tas adicionadas produjeron un descenso de
las presiones sistélica y diastélica. La mayo-
ria de las evaluaciones de actividad biolo-
gica in vivo, se efectian con animales es-
pontaneamente hipertensos, por lo que el
efecto hipotensor es mas evidente, como en
los trabajos de Jauhiainen (2002)* y Curta
(2001)%. Sin embargo, los resultados este
estudio pone de manifiesto el potencial de
las fracciones peptidicas de hidrolizados de
frijol endurecido, como nutracéuticos en el
desarrollo de alimentos funcionales.

En el grupo de ratas que recibieron el
alimento adicionado con 10 mg/kg de
peso de los hidrolizados de Alcalase®-Fla-
vourzyme®, fue notable la disminucién en

Efecto hipotensivo de proteinas hidrolizadas obtenidas del frijol (Phaseolus

vulgaris L) endurecido

las presiones arteriales diastolica y sistélica
en comparacion con el tratamiento blanco
negativo. Se observaron valores de 102.5
+ 5.01y 69.13 = 591 mm/Hg para la
PAS y PAD, respectivamente. Sin embar-
go, en comparacion con las ratas tratadas
con 5 mg/kg de peso de los hidrolizados de
Alcalase®-Flavourzyme® no se noté6 mucha
diferencia.

Destacan las medias de las presiones
sistolica de 96.62+5.34 y diastélica de
68+4.78 mm/Hg en las ratas tratadas con
5 mg/Kg de peso de hidrolizados de Pep-
sina-Pancreatina porque puede observarse
que éstas presiones son bajas comparadas
con el resto de los tratamientos.

Para el grupo de animales tratados con
Captopril® se alcanzaron valores de PAS
de 102.88 + 6.38 mmHg y 98.62 + 4.44
mmHg en los tratamientos de 5 mg/Kg
y 10 mg/Kg de medicamento respectiva-
mente, estas cifras resultan menores que
las obtenidas en el tratamiento blanco
negativo. Lo anterior demuestra la accion
hipotensora del medicamento y permite
comparar su efecto con los tratamientos
preparados con hidrolizados del sistema
Pepsina-Pancreatina en concentraciones
de 10 y 5 mg/Kg, los cuales disminuyen
respectivamente 1.62 y 2 mmHg mas la
PAS que el tratamiento adicionado con 10
mg/Kg de medicamento.

Los resultados obtenidos de las evaluaciones in vitro e in vivo, establecen bases para
considerar a las fracciones peptidicas de los hidrolizados de frijol endurecido como
ingredientes nutracéuticos, con potencial para ser empleados en el desarrollo de ali-

mentos de tipo funcionales.

Tomando en cuenta que el frijol endurecido puede ser considerado un producto de
desecho, su uso para la obtencién de concentrados proteinicos aprovechables en el
desarrollo de alimentos funcionales por su actividad biolégica inhibitoria de la ECA,
es una alternativa particularmente viable en México para el tratamiento de la hiper-

tension arterial y sus comorbilidades.
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