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e evalud la capacidad inhibitoria de la reni-
na y la enzima convertidora de angiotensina
| (ECA-I), asi como el efecto hipotensor de
tres hidrolizados obtenidos a partir del concentrado pro-
teinico de Mucuna pruriens. Se determiné la composicion
proximal del concentrado proteinico de M. pruriens y se
utilizaron las enzimas pepsina y pancreatina para la obten-
cion de hidrolizados extensivos. Se determiné el grado de
hidrolisis (GH), el perfil de aminoéacidos, la concentracion
necesaria para inhibir la actividad de la ECA-l y renina en
un 50% (IC,,) asi como el efecto hipotensor en ratas. Los
tres hidrolizados tuvieron potencial inhibidor de la ECA-I
(IC,,: 8.04-203.64 pg/mL) y renina (IC,:99.94-252.97 ug/
mL), siendo el hidrolizado de pepsina el de mayor bioacti-
vidad in vitro. La evaluacién en ratas demostrd la actividad
hipotensora de los hidrolizados después de la semana 7
de tratamiento.

Palabras clave: Mucuna pruriens, renina, ECA-I, hiper-
tensioén, hidrolizados proteinicos.

he renin and angiotensin converting enzyme
(ACE-l) inhibitory activities as well as the hypo-
tensive effect of three hydrolysates obtained
from M. pruriens protein concentrate was evaluated. The
proximate composition of M. pruriens protein concentrate
was determined and the commercial enzymes pepsin and
pancreatin were used to obtain extensive hydrolysates.
The degree of hydrolysis (DH), the amino acid profile, the
concentration required to inhibit the ACE-I and renin ac-
tivity by 50% (IC, ;) was determined as well as the hydro-
lysates hypotensive effect in rats. The three hydrolysates
had inhibitory potential of ACE -I (IC,: 8.04-203.64 mg/
mL) and renin (IC_: 99.94-252.97 mg/mL) being pepsin
hydrolysate, the best in vitro biological activity. The evalu-
ation in rats showed the hypotensive activity of the hydro-
lysates after seven weeks of treatment.

Keywords: Mucuna pruriens, renin, ACE-I, hypertension,
protein hydrolysates.
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a hipertension arterial es una enfermedad

multifactorial cuyo tratamiento se basa en la

inhibicion farmacolégica del Sistema Renina
Angiotensina en tres puntos: Enzima Convertidora de An-
giotensina |, accion directa de la Angiotensina Il y renina’.
En la actualidad, la industria alimentaria busca mejorar la
calidad nutrimental asi como mejorar las propiedades bio-
funcionales de los alimentos con la finalidad de contribuir
con el estado de salud de los consumidores; principalmen-
te en el desarrollo de productos preventivos o de control
para alteraciones como la diabetes tipo Il, HTA y enferme-
dades cardiacas. La HTA es el principal factor de riesgo en
el desarrollo de infarto, insuficiencia cardiaca congestiva,
enfermedades coronarias, enfermedad vascular periférica
y falla renal, cuyo tratamiento ineficiente tiene elevado
riesgo de mortalidad?3. La obtencion de péptidos bioac-
tivos debe cumplir dos criterios: 1) afadir valor a protei-
nas poco convencionales abundantes y 2) usar proteinas
con secuencias aminoacidicas de interés farmacoldgico®.
La Mucuna pruriens es una leguminosa tropical utilizada
como alimento animal y cultivo de cobertura; posee gran
potencial por su calidad nutrimental comparada con otras
leguminosas comunes; soporta diferentes condiciones de
estrés ambiental; tiene un elevado rendimiento de semi-
llas y su uso esta limitado por el contenido de factores an-
tinutrimentales>®. En los Ultimos afios se han desarrollado
tratamientos para la detoxificacién de las semillas para
su uso alimentario representando un recurso proteinico
alternativo’. La obtencién de concentrados proteinicos de
esta leguminosa permite el incremento del 25 al 55% de
proteina con la reduccion de factores antinutrimentales
y la versatilidad de sus propiedades funcionales debidas
a su composicion aminoacidica®®. Se han reportado ci-
néticas de hidrdlisis enzimatica de concentrados de M.
pruriens, utilizando alcalasa®, flavourizima®, pepsina y
pancreatina que indican el potencial de los hidrolizados
como fuente de péptidos biofuncionales®'°. Por lo ante-
rior, el objetivo de este estudio fue evaluar la capacidad
de inhibicién, in vitro, sobre la ECA-l'y la renina de tres hi-
drolizados proteinicos de M. pruriens, ademas de evaluar
el efecto hipotensor de los mismos utilizando ratas como
modelo experimental.

métodos
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Materiales

Los granos de frijol terciopelo (M. pruriens) fueron adqui-
ridos del estado de Campeche, México. Las enzimas pep-
sina (9001-75-6) y pancreatina (8049-47-6) de origen por-
cino, ortoftaldialdehido (OPA) (643-79-8), Hipuril-L-Histi-
dil-L-Leucina (HHL) (207386-83-2), ECA-I 2U (9015-82-1),
D-L-a-aminobutirico (1492-24-6) y captopril (62571-
86-2) provienen de Sigma-Aldrich. El kit Renin Inhibitor
Screening Assay se adquiri6 de Cayman Chemical, Ann
Arbor, MI. El alimento balanceado Harlan Teklad Global
Diets® se obtuvo de Harlan Laboratories. Se utilizé una
columna cromatografica C18 en fase reversa, tamafno de
particula 4pm, 300x3.9mm marca Nova Pack, modelo
WATO011695. Se usaron 30 ratas hembra de la raza Wis-
tar-Kyoto de 60 dias de edad y peso 255.4 = 21.7g (Bio-
terio del Centro de Investigaciones Regionales Dr. Hideyo
Noguchi). Se utilizé un electro esfigmomandémetro para
ratas, modelo Kent Scientific CODA Standar no-invasivo
para presion, adquirido de Cientifica Senna. El protocolo
experimental fue aprobado por el Comité para el Cuida-
do y Uso de Animales de Laboratorio (CCUAL-FM-UAEM)
y de acuerdo a la Norma Oficial Mexicana (NOM-062-
Z00-1999), "Especificaciones Técnicas para el Cuidado
y Uso de Animales de Laboratorio” asi como todas las
regulaciones federales e institucionales.

Concentrado proteinico

El  concentrado proteinico se obtuvo mediante
fraccionamiento en himedo empleando granos de M.
pruriens descascarillados y molidos para obtener una
harina que se suspendié en bisulfito de sodio al 3% en
una relacion 1:10 p/v. La suspension resultante se ajus-
td a pH 11 con NaOH 1N y se agité por 1h. Se filtré la
suspension en tamices No. 80 y No. 100 para separar la
proteina y almidon de la fibra, el residuo se lavé con 1L
de la suspensién de bisulfito y el filtrado se incorporo a la
mezcla de almidén y proteina. La suspension de almidon-
proteina se dejé reposar hasta la completa sedimentacion
del almidon. Se separ6 el sobrenadante rico en proteina
del sedimento rico en almidén. Al sobrenadante rico en
proteina se le ajusté el pH a 4.6 con HCI 1N y se centrifu-
g6 a 1,317g por 15min. El precipitado obtenido se seco a
-47°C y 13x10° mbar en una liofilizadora™".

Composicién proximal

La composicién quimica del concentrado proteinico de
M. pruriens se determind de acuerdo a los procedimien-
tos oficiales descritos por la A.0.A.C'? que comprende:
humedad (método 925.09), proteina (954.01), grasa
(920.39), fibra (962.09), cenizas (923.03) y extracto libre
de nitrégeno (ELN) calculado por diferencia.

Hidrélisis enzimatica

La hidrolisis enzimatica se realizo utilizando las enzimas
pepsina y pancreatina de manera individual y secuencial.
Los pardmetros usados para la digestion fueron:
suspension del concentrado proteinico al 5% (p/v) de




acuerdo a su contenido en proteina, relacion 1:10 v/v de
enzima/sustrato, 37°C y 90min de hidrdlisis. El pH se ajusté
segln el tratamiento, pepsina pH 2 y pancreatina pH 7. La
hidrolisis secuencial se realizé mediante la digestion en los
primeros 45min de pepsina seguida de la incubacién con
pancreatina en los Ultimos 45min. La reaccion se detuvo
por calentamiento a 80°C por 20min. Los hidrolizados
obtenidos fueron centrifugados a 16,211g a 4°C por
30min. Los sobrenadantes se secaron a -45°C y 133x103
mbar en un liofilizadora's.

Grado de hidroélisis

El grado de hidrolisis (GH) se determiné mediante la
técnica del O-ftaldialdehido (OPA)™ con modificaciones,
determinando el nimero de grupos aminos libres mediante
la férmula: GH=h/h_ x100, donde h es la concentracion de
grupos aminos libres expresada como meg/g de proteina
y h._, es el nimero de enlaces peptidicos presentes en las
proteinas de M. pruriens. El factor h _ es dependiente de
la composicion aminoacidica del material; para el frijol
terciopelo h = 7.61mmol/g de proteina.

Actividad inhibidora de la ECA-I
Se determiné mediante la hidrdlisis de Hipuril-L-Histidil-L-
Leucina (HHL) hasta acido hipurico e His-Leu por accion de
la ECA-I">. Este método se baso en la reaccion colorimétrica
del acido hipurico con 2, 4, 6-tricloro-triazina (TT). Se
prepard una solucion de ECA-I 100mU/mL. El HHL se
prepard a una concentracion de 0.3% (p/v) en una mezcla
de buffer (fosfato de potasio 40uM y cloruro de sodio
300uM, pH 8.3). Se prepard un buffer de fosfato de potasio
0.2M a pH 8.3, asi como una solucién al 3% (p/v) de TT
en dioxano. La inhibicion de ECA-I se determiné siguiendo
las condiciones establecidas para cada microtubo descrito
en la Tabla 1. Una vez adicionado el buffer de fosfato a las
muestras, se agitd vigorosamente 10s y se centrifugaron
a 10,000g por 20min. La absorbancia se leyé a 382nm.
La concentracion de hidrolizado en mg de proteina/ml
requerido para producir el 50% de inhibicion (IC.) de
la ECA-I, se calculé con el porcentaje de inhibicion de la
ECA-l empleando la férmula:

. .. A-B

% de Inhibicion = x100
Donde Aeslaabsorbanciadelamuestra, B eslaabsorbancia
del testigo y C es la absorbancia del blanco. Se graficé la
concentracion de hidrolizado en mg proteina/ml contra el
porcentaje de inhibicién de la ECA-I correspondiente para
obtener la ecuaciéon de la recta (Y= mx+b) y con ello se
calculé la concentracion necesaria para inhibir la actividad
enzimatica en un 50% (IC, ) de cada hidrolizado:

IC,, - 50-b
m

Actividad inhibidora de renina
La actividad inhibidora de renina se determiné empleando

el kit Renin Inhibitor Screening Assay'®. El buffer de
trabajo se preparé disolviendo éste en agua grado HPLC,

1:10 (v/v). El contenido final del buffer de trabajo fue de
50mM de Tris-HCI, pH 8 y 100mM de NaCl. La solucién
proteinica de renina se diluyé 1:20 (v/v) con este buffer.
La soluciéon de renina se atemperé a 37°C. La microplaca
se llen6 como se indica: blanco (20pL de sustrato, 160pL
de buffer de renina y 10uL de agua), actividad maxima
(20pL de sustrato, 150uL de buffer de renina y 10uL de
agua) y celda de inhibicién (20uL de sustrato, 150uL de
buffer de renina y 10uL de hidrolizado). La reaccion se
inici6 al afadir renina a los pocillos de actividad maxima
y celdas de inhibicion. La microplaca se agitd por 10s
para homogenizar y se dejé incubar por 15min a 37°C.
La intensidad de fluorescencia (IF) se midi6 a 340nm
(excitacion) y 500nm (emision). El porcentaje de inhibicién
se calculd restando el promedio de fluorescencia de la
celda blanco a las muestras y la celda de actividad maxima,
y se aplicé la ecuacion:

IF de la actividad méaxima - IF de la muestra .

IF de la actividad maxima

% de Inhibicion = 100
Se graficd la concentraciéon de hidrolizado en mg
proteina/ml contra el porcentaje de inhibicion de la renina
correspondiente para obtener la ecuacion de la recta (Y=
mx+b) y con ello se calcul6 el IC, de la renina:

I, - 50-b
Composicion aminoacidica
Se prepararon disoluciones de las muestras, se tomaron
100pL de las alicuotas con un contenido de proteina de
2ug/uL. Se hidrolizaron en viales con 600uL de HCI 12N
y se anadioé 10pL de D-L-a-aminobutirico como estandar
interno. Las soluciones fueron cerradas bajo atmosfera de
nitrégeno, se incubaron en una estufa a 110°C durante
20h y posteriormente, se evapor6 el 4cido en una estufa
con vacio a 80°C. Los aminoacidos fueron determinados
mediante derivatizacion con etoximetilenmalonato de
dietilo por cromatografia liquida de alta resolucién de
fase reversa. Se utilizd un sistema de gradiente binario con
los solventes acetato de sodio 25mM (A) (azida de sodio
0.02%, pH 6) y acetonitrilo (B), a una velocidad de flujo
de 0.9mL/min. Estas fases moviles se inyectaron en los
siguientes intervalos: 0.0-3.0min, gradiente lineal desde
91:9a86:14 A/B; 3.0-13.0min, gradiente constante 86:14
A/B; 13.0-30.0min, gradiente lineal desde 86:14 a 69:31
A/B; 30.0-35.0min, gradiente constante 69:31 A/B'’. Para
la determinacion del triptéfano se pesé 3 mg de muestra
y se anadid TmL de NaOH 4N. La hidrélisis se efectud
en viales cerrados bajo atmésfera de nitrégeno a 110°C
durante 4h. El contenido del vial se lavd con 2mL de buffer
borato de sodio 1M (0.02% azida de sodio, pH 9) y se
ajusté a pH 7 con HCI 12N. Se diluyé con buffer borato de
sodio aforandolo a 10mL, se filtré e inyecté una alicuota
de 20pL para realizar la determinacién. Se utilizé una
relacion de solventes de acetato de sodio 25mM (azida de
sodio 0.02%, pH 6) (A) y acetonitrilo (B), a una velocidad
de flujo de 0.9mL/min. Se empled un gradiente isocratico
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Resultados

constituido en una proporcién 91:9 A/B, el analisis se
realizd a temperatura ambiente'®. Las determinaciones se
efectuaron con una columna cromatogréafica C18 en fase
reversa a 280nm.

Efecto hipotensor

Se utilizaron ratas normotensas (n=6 por tratamiento)
colocadas en jaulas individuales de plastico con rejillas de
acero inoxidable. Las condiciones ambientales del bioterio
fueron de 25°C con ciclos de luz-oscuridad natural
durante el experimento. Las ratas tuvieron consumo de
agua ad libitum. En la semana de adaptacion al sistema
experimental los animales se alimentaron con la dieta
comercial. Se administraron dietas de los hidrolizados
(pepsina, pancreatina y secuencial) y captopril con dosis de
10mg/kg, adicionalmente se conté con un grupo testigo.
Se prepararon 7 croguetas para la dosis diaria por semana
de cada uno de losanimales. Se utilizé alimento pulverizado
que se reconstituyd en una relacién de 4g de harina, 3mL
de agua y 10mg/kg de proteina del hidrolizado en base
seca por croqueta de acuerdo al peso de cada rata. Una
vez formadas las croquetas se llevaron a la estufa a 80°C
por 4h. Los pesos de las ratas fueron registrados una vez
por semana para ajustar la dosis con el peso ganado. La
medicién de la presion arterial sistélica (PAS) y diastolica
(PAD) se realiz6 mediante la técnica del manguito de
la cola utilizando un electro esfigmomanodmetro. Las
mediciones se determinaron una vez a la semana durante
ocho semanas, la primera medicion correspondié a la
basal, cuando las ratas no habian sido administradas con
los tratamientos. Se tomaron 10 mediciones efectivas por
rata y se determinaron las medias.

Analisis estadistico

Todos los resultados fueron procesados mediante
estadistica descriptiva utilizando medidas de tendencia
central (media) y dispersion (desviacion estandar). Los
datos obtenidos de la hidrdlisis del concentrado proteinico
y de las actividades biolégicas se evaluaron mediante
analisis de varianza y una comparacion de medias por el
método de Duncan para establecer las diferencias entre los
tratamientos. Todos estos analisis se efectuaron utilizando
el paquete computacional Statgraphics Plus Version 5.1y
de acuerdo a los métodos sefalados por Montgomery'?.

Composicién proximal

El analisis de la composicién proximal del concentrado
proteinico de M. pruriens se realizé por duplicado. El
contenido de humedad, proteina, grasa, fibra, cenizas y
ELN fue de 4.36+0.08%, 53.24+0.08%, 17.08+0.22%,
1.85+0.48%, 13.34+0.22% y 14.49+0.56%,
respectivamente. El concentrado proteinico presenté una
cantidad de proteina, grasa cruda y fibra cruda similar a la
reportada por Tovar® y Galicia'®, excepto por el contenido

de cenizas. Bressani?® sefiala que existe una variaciéon
considerable en los niveles de minerales para este género.
El mayor contenido en cenizas del concentrado obtenido
en este experimento puede deberse a una mayor cantidad
de minerales presentes.

Grado de hidrdlisis

La hidrdlisis enzimatica del concentrado proteinico a 90
min registré valores de GH de 15.34+0.23, 17.80+0.32
y 21.36+0.39% para pepsina, pancreatina y pepsina-
pancreatina (secuencial), respectivamente. Se encontro
diferencia estadistica significativa (p<0.05) entre los
tres hidrolizados. De acuerdo con Pedroche y col.?", los
tres hidrolizados se clasificaron como extensivos ya que
registraron un GH >10 % y por tanto son una alternativa
como fuente de péptidos bioactivos. Las diferencias
significativas en los valores de GH de los distintos
tratamientos puede deberse a la actividad hidrolitica de
las enzimas utilizadas. Tal como lo sefalan Megias y col.',
la actividad hidrolitica de la pepsina es muy alta en los
primeros 10 minutos de la reaccién y disminuye conforme
avanza el tiempo, mientras que la actividad proteolitica
de la pancreatina se puede observar después de 3 h de
incubaciéon debido a que la pancreatina es un conjunto
de enzimas (amilasa, tripsina, lipasa, ribonucleasa vy
proteasa) cuya accion combinada permite la hidrolisis
del sustrato por mas tiempo. Los resultados obtenidos
en los hidrolizados de M. pruriens concuerdan con las
actividades proteoliticas de las enzimas, observandose un
menor GH con el tratamiento de pepsina y el mayor con
el tratamiento secuencial.

Actividad inhibitoria de la ECA-I

La actividad inhibitoria de la ECA-I de los hidrolizados
proteinicos de frijol terciopelo registro valores de IC,,
en un rango de 8.04-203.64ug/mL de proteina (Fig.
1). Estudios previos con M. pruriens determinaron
los valores de IC, para la ECA-l de hidrolizados con
sistemas alcalasa® y flavourzima®, asi como con pepsina
y pancreatina. Los IC,, obtenidos en este estudio son
menores a los reportados para alcalasa 120min (589ug/
mL de proteina)'®, flavourzima 120min (630ug/mL de
proteina)'® y alcalasa-flavourzima 90min (940ug/mL de
proteina)'®, asi como para el hidrolizado de pepsina 10min
(2630pg/mL de proteina)® y pancreatina 120min (4300ug/
mL de proteina)®. La diferencia entre los resultados se
debe a dos factores, las distintas proteasas utilizadas y
el tiempo de hidrdlisis. Las enzimas pueden favorecer la
liberacion de ciertos péptidos, debido a los distintos sitios
de corte de cada enzima en particular. Se ha demostrado
que las enzimas gastrointestinales son capaces de liberar
péptidos inhibidores de ECA-I?2. Por tal razdn, es posible
que los péptidos liberados por la alcalasa® y flavourzima®
tengan una actividad inhibitoria para ECA-I menor a
las registradas en este trabajo. El tiempo también es
fundamental en la obtencién de hidrolizados extensivos'?,
ya que permite mayor cantidad de cortes por accion de




la enzima en los sustratos lo que resulta en la obtencién
de péptidos de menor tamafio asociados con actividad
inhibitoria de la ECA-I*?2. De tal modo, el tiempo de
hidrélisis pudo ser el principal factor que generé mayor
actividad biolégica en el presente estudio con respecto
al estudio realizado por Tovar®. Frente a otras fuentes
vegetales, los hidrolizados proteinicos de M. pruriens
registraron un potencial inhibidor de la ECA-I similar a
la de biopéptidos de Phaseolus vulgaris (0.11-319.91ug/
mL)?* y Phaseolus lunatus (6.9-56ug/mL)%*.

Actividad inhibitoria de renina

La actividad inhibitoria de la renina registré valores de
IC,, en un rango de 99.94-252.97ug/mL de proteina y se
encontro diferencia estadistica significativa (p<0.05) en los
tres hidrolizados (Fig. 1). Algunos estudios de hidrolizados
proteinicos de linaza con tripsina y pronasa reportan
IC,, para la actividad inhibitoria de renina con valores
moderados (1220-2810ug/mL de proteina)'®, también
se ha reportado la presencia de péptidos inhibidores
de renina en hidrolizados de chicharos y semillas de
cafamo®. De las leguminosas reportadas en la literatura,
Vigna unguiculata (360pg/mL)* y Phaseolus vulgaris (270-
420ug/mL)* tienen la mayor actividad biolégica para la
inhibicién de renina. De acuerdo con estos estudios, los
hidrolizados de M. pruriens tienen una capacidad de in-
hibicién de renina superior respecto a otras fuentes, sien-
do el hidrolizado de pepsina el que posee el menor valor
de IC,,. La composicion aminoacidica del concentrado
proteinico de M. pruriens y las enzimas utilizadas en la
hidrdlisis parece justificar la mayor actividad biolégica en
este estudio. Por otra parte, los valores de IC, reportados
por Takahasi y col.?®> se obtuvieron de extractos de Vigna
unguiculata y Phaseolus vulgaris y no mediante hidrdlisis
enzimatica como en este estudio.

Composicién aminoacidica

El perfil de aminoacidos de los hidrolizados proteinicos
(Tabla 2) indicoé que la tirosina fue el aminoacido mayo-
ritario en los mismos registrando valores de 35.53, 45.85
y 50.49g/100g de proteina para el hidrolizado de pepsi-
na, pancreatina y secuencial, respectivamente. El hidro-
lizado de pepsina presentd la mayor cantidad de lisina
(5.769/100g de proteina), arginina (4.38g/100g de pro-
tefna), triptéfano (1.38g/100g de proteina) y fenilalanina
(1.009/100g de proteina). Mientras que el hidrolizado
de pancreatina presenté la mayor cantidad de prolina
(0.589/100g de proteina), leucina (1.47g/100g de pro-
teina) e isoleucina (3.38g9/100g de proteina). La mayoria
de los péptidos inhibidores de la ECA-I son secuencias re-
lativamente cortas que contienen de 2-12 aminodcidos.
Los inhibidores més efectivos contienen tirosina, fenilala-
nina, triptéfano o prolina en el extremo —COOH. Ademas,
los aminodacidos alifaticos leucina, isoleucina y valina son
predominantes en éstos; la carga positiva de la lisina y
arginina en el extremo —COOH contribuye a la potencia
inhibitoria debido a que los biopéptidos cargados positiva-

mente pueden interactuar con sitios aniénicos uniéndose
alostéricamente a la ECA-I*%22, L as evidencias encontra-
das por Li y Aluko'® sugieren que la presencia de aminoa-
cidos con carga positiva contribuye a una mayor inhibicion
de la actividad de renina. Otros estudios demuestran que
la presencia de aminoacidos hidrofébicos de bajo peso
molecular en el extremo -NH, (isoleucina, leucina, valina
y alanina) y aminoacidos aromaticos (triptéfano, fenilala-
ninay tirosina) son requeridos en el extremo —COOH para
potenciar su accién contra la renina humana*. Estos ha-
llazgos indican una similitud estructural en los péptidos
inhibidores de ECA-I e inhibidores de renina, aunque no
se ha encontrado asociacion en las actividades inhibidoras
de éstos. La predominancia de tirosina en los hidrolizados
de M. pruriens parece permitir la inhibicién de la ECA-I,
hecho confirmado con los valores IC, obtenidos. De los
aminoacidos relacionados con la capacidad de inhibicién
de la ECA-I y renina, el triptdfano, la lisina, arginina y fe-
nilalanina se presentaron en niveles mas elevados en el hi-
drolizado de pepsina, lo que pudo favorecer su actividad
biolégica en ambas enzimas respecto a los otros hidroliza-
dos. La prolina, leucina e isoleucina fueron los aminoéacidos
relacionados con efectos antihipertensivos encontrados en
niveles mas elevados en el hidrolizado de pancreatina.

Efecto hipotensor

El efecto de la ingesta a largo plazo de los hidrolizados
sobre la presién arterial diastolica (PAD) y sistélica (PAS)
se muestra en la Figura 2. El efecto del tratamiento far-
macolégico sobre la PAD y PAS se observd a la semana
seis del tratamiento mostrando una diferencia estadis-
tica (p<0.05) entre el grupo que recibid el tratamiento
de captopril con respecto al resto de los tratamientos. El
efecto hipotensor de los hidrolizados se confirmoé a la se-
mana siete de tratamiento, demostrandose una diferencia
significativa (p<0.05) entre el grupo testigo y los hidro-
lizados en la PAS y PAD. No se encontraron diferencias
significativas (p<0.05) en la disminucién de la PAS y PAD
entre el grupo administrado con captopril y los hidroli-
zados. Aunque histéricamente se ha hecho énfasis en el
tratamiento de la PAD por considerarse el principal riesgo
de eventos cardiovasculares, se ha demostrado que la PAS
también es un importante factor de riesgo para dichas en-
fermedades®. Los efectos fisioldgicos de los biopéptidos
dependen de su habilidad para llegar en su forma activa
a los érganos blancos. Esto implica que deben resistir la
hidrolisis por las enzimas gastrointestinales y las peptida-
sas de las células epiteliales ciliadas, asi como la absor-
cion en el epitelio intestinal. Se ha demostrado que varios
péptidos son resistentes a todos estos procesos y llegan
a la circulacion??. Isshiki y col. ?® han estudiado el efecto
cronico y agudo de un farmaco antihipertensivo en ratas
espontaneamente hipertensas (SHR) y normotensas, de-
mostrando el descenso significativo de la presion arterial
media y la resistencia periférica total por el tratamiento
agudo y a largo plazo en ambas cepas de ratas. Numero-
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sos estudios en ratas han sido disefados para demostrar
el efecto hipotensor de péptidos inhibidores de la ECA-I
provenientes de proteinas de leche. Algunos estudios a
largo plazo demuestran la atenuacion de la hipertension
en SHR hasta la semana seis?’. Sipola y col.?® han demos-
trado el efecto antihipertensivo de tripéptidos derivados
de la leche y leche fermentada después de doce semanas
de administracion. Miguel y col.?2 han demostrado la dis-
minucion de la presion arterial sistolica (PAS) y diastdlica
(PAD) con la administracion de leches fermentadas des-
pués de diez semanas. Los bioensayos de preparaciones
vasculares en ratas sugieren que el mecanismo antihi-
pertensivo de los tripéptidos derivados de la leche es la
inhibicién de la ECA-I, sefialando la existencia de otros
mecanismos?®. Udenigwe y col.?® sugieren que la presen-
cia de arginina en los péptidos antihipertensivos permite
la regulacion de la presion arterial mediante la formacion
de éxido nitrico (NO) en el endotelio vascular por la via de
L-arginina-NO, donde la arginina es convertida a NO que
posee propiedades vasodilatadoras. Algunos estudios del
efecto antihipertensivo agudo en SHR con biopéptidos de
fuentes vegetales demuestran efecto con la administra-
cion de 200mg/kg de peso corporal de hidrolizados de se-
millas de canamo y linaza**. El efecto hipotensor a largo
plazo se consiguid en la semana siete, demostrando que
los biopéptidos generados por la hidrélisis enzimatica de
M. pruriens fueron resistentes a las enzimas gastrointes-
tinales y peptidasas del epitelio intestinal. Los resultados
obtenidos demuestran una disminucion de la PAD y PAS
con la administracién de 10mg/kg de peso corporal de
los hidrolizados. Estos resultados son alentadores pues
otros estudios de fuentes vegetales requieren de dosis
mayores para observar el efecto antihipertensivo. Se ha
reportado el desarrollo de efectos secundarios adversos
con la administracion oral de farmacos inhibidores de la
ECA-I, tales como el aumento en los niveles de potasio,
disfuncion renal, tos, angioedema, erupciones en la piel y
anormalidades fetales?®. El efecto hipotensor del captopril
y de los hidrolizados no presento diferencias significativas
en la semana siete, de manera que la administracién de
hidrolizados frente al farmaco mostré el mismo efecto con
la ventaja de ser de un producto natural que ofrece sequ-
ridad y el beneficio adicional de los péptidos como fuente
de aminoacidos esenciales*.

Tabla 1. Orden de adicion de reactivos para la inhibicion de la ECA-I

A B C

Reactivos Muestra Control Blanco

(uL) (L)  (ub)
ECA-I (incubada a 37°C) 20 20 20
Solucion de TT/dioxano al 3% - - 360
Hidrolizado 40 - -
Incubar por 5min a 37°C Si No No
Solucion HHL 0.3% (incubada a 37°C) 100 100 100
Incu?ar y agitar suavemente 45min Si si si
a37°C
Solucion de TT/dioxano al 3% 360 360 -
Mezcla de buffer - 40 40
Buffer de fosfato 0.2M 720 720 720

Tabla 2. Composicion aminoacidica de los hidrolizados de M. pruriens.

Aminoacido Pepsina Pancreatina = Secuencial
Acido aspartico 10.18 11.43 10.31
Acido glutamico 8.48 7.92 7.51
Serina 7.98 5.91 5.32
Histidina 4.08 2.1 2.25
Glicina 4.48 5.18 3.23
Treonina 8.01 2.10 2.67
Arginina 4.38 2.28 2.37
Alanina 2.35 2.99 1.60
Prolina 0.37 0.58 0.52
Tirosina 35.53 45.85 50.49
Valina ND ND ND
Metionina ND ND ND
Cisteina 2.40 3.74 2.5
Isoleucina 2.32 3.38 2.52
Triptéfano 1.38 0.43 2.59
Leucina 1.31 1.47 1.41
Fenilalanina 1.00 0.91 0.43
Lisina 5.76 3.74 4.27

ND: No detectado




Figura 1. Valores de IC , registrados al evaluar la actividad inhibitoria de la ECA y renina de hidrolizados proteinicos de Mucuna pruriens.

a<Letras diferentes indican diferencia estadistica significativa (p<0.05).
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Figura 2. Efecto de la ingesta a largo plazo de los hidrolizados de M. pruriens en la presion arterial sistélica (PAS) y diastélica (PAD) de ratas
normotensas. Los datos representan la media de n=6 en cada grupo. ** Letras diferentes en la misma semana indican diferencia estadistica
significativa (p<0.05).

1240
e :
T 1
= 80 =
s % = = m Testigo
E il % % % = Captoprl
ﬁ 40 % % % W Pepsinn
"% % % Il Pancreatina
20 % % % B Secuencial
[] E & h
Basal i 7
Semana de tratamiento
L&l
140 4 2
120 e ity bbbb
%‘ 100 W Testigo
= S0 o Captoprl
E il W Pepsinag
40 11 Pancreatina
20 W Secnenclal
{l
Basal i 7
Seman:as e tratamients




Revista Latinoamericana de Hipertension. Vol. 10 - N° 1, 2015

(2]
)
c
2
(2]
=
(5
c
(o)
Y

Referencias

1.

a inhibicion enzimatica del sistema renina

angiotensina in vitro con hidrolizados de M.

pruriens registré valores comparables a otras
fuentes vegetales reportadas en la literatura. La compo-
sicibn aminoacidica demostré el potencial de los hidroli-
zados de M. pruriens como fuente de péptidos antihiper-
tensivos debido a la presencia de tirosina como aminoa-
cido mayoritario y principal contribuyente de la potencia
inhibidora de la ECA-l y renina. El estudio in vivo en ratas
normotensas puso de manifiesto el efecto bioldgico hipo-
tensor de los hidrolizados, asi como su estabilidad y resis-
tencia a las enzimas gastrointestinales y peptidasas de las
células epiteliales intestinales. La hidrélisis enzimatica con
pepsina del concentrado proteinico registré el mayor po-
tencial inhibidor de la ECA-l y renina resultando una alter-
nativa viable como alimento funcional o nutracéutico en
la prevencién y/o tratamiento de la hipertension. Debido a
gue la hipertension es una patologia cronica que requiere
un tratamiento cotidiano, la administracién a largo pla-
zo de productos funcionales sin efectos adversos es una
posibilidad muy atractiva en el tratamiento de la misma,
siendo el frijol terciopelo una alternativa promisoria en la
obtencién de péptidos antihipertensivos.

Agradecimientos

Al proyecto CONACYT-Ciencia bésica (154307):
Investigacién  cientifica dirigida al desarrollo de
derivados proteinicos de Mucuna pruriens con potencial
actividad biolégica para la prevencién y/o tratamiento
de enfermedades cronicas asociadas al sobrepeso y la
obesidad. Al CONACYT por el otorgamiento de la beca

(320489).

Gradman, A.H., Kad, R. (2008). Renin inhibition in hypertension. J. Am.
Coll. Cardiol. 51 (5).

Miguel, M., Muguerza, B., Sanchez, E., Delgado, M.A., Recio, I., Ra-
mos, M., Aleixandre, M.A. (2005). Changes in arterial blood pressure
in hypertensive rats caused by long-term intake of milk fermented by
Enterococcus faecalis CECT 5728. Bri. J. Nutr. 94, 36-43.

Lloyd-Jones, D.M., Evans, J.C., Larson, M.G., O’'Donnell, C.J., Roccella,
E.J., Levy, D. (2000). Differential control of systolic and diastolic blood
pressure: factors associated with lack of blood pressure control in the
community. Hypertension. 36, 594-599.

Udenigwe, C., Aluko, R. (2011). Food protein-derived bioactive pep-
tides: production, processing, and potencial health benefits. J. Food Sci.
00 (0) R1-R14.

Pugalenthi, M., Vadivel, V., Siddhuraju, P. (2005). Alternative food/feed
perspectives of an underutilized legume Mucuna pruriens var. utilis- a
review. Plant Foods Hum Nutr. 60, 201-218.

10.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

22.

23.

Eilita, M., Carsky, R.J. (2003). Efforts to improve the potencial of Mucu-
na as a food and feed crop: background to the workshop. Trop Subtrop
Agroecosyst. 1, 47-55.

Ahenkora, K., Dadzie, M., Osei-Bonsu, P. (1999). Composition and func-
tional properties of raw and heat processed velvet bean (Mucuna pru-
riens (L.) DC. var utilis) flours. Int. J. Food Sci. Technol. 34 (2) 131-135.

Tovar Benitez, T. (2011). Tecnofuncionalidad y biofuncionalidad de hi-
drolizados proteinicos de frijol terciopelo (Mucuna pruriens). Tesis de
maestria. Universidad Auténoma de Yucatan. Mérida, Yucatan.

Fernandez-Quintela, A., Macarulla, M.T., Del Barrio, A.S., Martinez, J.A.
(1997). Composition and functional properties of protein isolates ob-
tained from commercial legumes grown in northern Spain. Plant Foods
Hum Nutr. 51, 331-342.

Galicia Martinez, S.G. (2011). Evaluacion in vivo de la actividad antihip-
ertensiva de hidrolizados proteinicos de la leguminosa Mucuna pruriens.
Tesis de maestria. Universidad Auténoma de Yucatan. Mérida, Yucatan.

. Betancur, A.D., Gallegos, TS., Chel, G.L. (2004). Wet fractionation of

Phaseolus lunatus seeds: partial characterization of starch and protein.
J. Sci. Food Agric. 84, 1193-1201.

AOAC International. (1997). Official Methods of Analysis of AOAC In-
ternational. Washinton, D.C. William Horwitz Editor.

Megias, C., Yust, M.M., Pedroche, J., Lquari, H., Giron-Calle, J., Alaiz,
M., Millan, F,, Vioque, J. (2004). Purification of an ACE inhibitory peptide
alters hydrolysis of sunflower (Helianthus annus L.) protein isolates. J.
Agric. Food Chem. 52 (7) 1928-1932.

Nielsen, PM., Petersen, D., Dambmann, C. (2001). Improved method
for determining food protein degree of hydrolysis. J. Food Sci. 66 (5),
642-646.

Hayakari, M., Kondo, Y., Izumi, H. (1978). A rapid and simple spectro-
photometric assay for Angiotensin- converting enzime. Anal. Biochem.
84, 361-369.

Li, H, Aluko, R. (2010). Identification and inhibitory properties of multi-
functional peptides from pea protein hidrolysate. J. Agric. Food Chem.
58, 11471-11476.

Alaiz, M., Navarro, J.L., Giron, J., Vioque, E. (1992). Amino acid analysis
by high-performance liquid chromatography after derivatization with di-
ethyl ethoxymethylenemalonate. J. Chromatogr. 591, 181-186.

Yust, M., Pedroche, J., Girén-Calle, J., Vioque, J., Millan, F, Alaiz, M.
(2004). Determination of tryptophan by high-performance liquid chro-
matography of alkaline hydrolysates with spectrophotometric detection.
Food Chem. 85, 317-320.

Montgomery, D.C. (2012). Disefio y andlisis de experimentos. Limusa
Wiley.

. Bressani, R. (2002). Factors influencing nutritive value in food grains le-

gumes: Mucuna compared to other grain legumes. En Flores, M., Eilittd,
M., Myhrman, R., Carew, L., Carsky, R., Food and Feed from Mucuna
current uses and the way forward. Proceedings of an international work-
shop: (164-188). Tegucigalpa, Honduras.

. Pedroche, J., Yust, M., Girén-Calle, J., Vioque, J., Alaiz, M., Millén, F.

(2003). Plant protein hydrolysates and Tailor-made foods. Elect. J. Env.
Agricult. Food Chem. 2 (1) 233-235.

Hernandez-Ledesma, B., Contreras, M.M., Recio, I. (2011). Antihy-
pertensive peptides: production, bioavailability and incorporation into
foods. Adv. Colloid Interface Sci., 165, 23-35.

Valdez-Ortiz, A., Fuentes-Gutiérrez, C. |., German-Béez, L. J, Gutiérrez-
Dorado, R, Medina-Godoy, S. (2012). Protein hydrolysates obtained




24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

from Azufrado (sulphur yellow) beans (Phaseolus vulgaris): Nutritional,
ACE-inhibitory and antioxidative characterization. LWT-Food Sci Technol.
46, 91-96.

Torruco, J.G. (2009). Efecto antihipertensivo de fracciones peptidicas
bioactivas obtenidas de frijol lima (Phaseolus lunatus) y frijol Jamapa
(Phaseolus vulgaris). Tesis de doctorado. Instituto Politécnico Nacional.
Meéxico, Distrito Federal.

Takahashi, S., Hori, K., Kumagai, M., Wakabayashi, S. (2007). Human
renin inhibitory activity in legumes. J. Biol. Macromol. 7 (3) 49-54.

Isshiki, T., Pegram, B. L., Frohlich, E.D. (1988). Immediate and prolonged
hemodynamic effects of TA-3090 on spontaneously hypertensive [SHR]
and normal Wistar-Kyoto [WKY] rats. Cardiovasc Drugs Ther. 2 (4) 539-
547.

FitzGerald, R.J, Murray, B.A., Walsh, D.J. (2004). Hypotensive peptides
from milk proteins. J. Nutr. 134, 980S-988S.

Sipola, M., Finckenberg, P, Santisteban, J., Korpela, R., Vapaatalo, H.,
Norminen, M.L. (2001). Long-term intake of milk peptides attenuates
development of hypertension in spontaneously hypertensive rats. J.
Physiol. Pharmacol. 52 (4) 745-754.

Udenigwe, C.C., Adebiyi, A.P, Doyen, A., Li, H, Bazinet, L., Aluko, R.
(2012). Low molecular weigth flaxseed protein derivated arginine con-
taining peptides reduced blood pressure os spontaneously hypertensive
rats faster than amino acid from arginine and native flaxseed protein.
Food Chem. 132, 468-475.

Bamdad, F., Dokhani, Sh., Keramat, J., Zareie, R. (2009). The impact of
germination and in vitro digestion on the formation of Angiotensin Con-
verting Enzyme (ACE) inhibitory peptides from lentil proteins compared
with whey proteins. Int J Biol Life Sci, 5 (2) 52-62.



