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RESUMEN

El incremento de la esperanza de vida de la poblaciéon sumado a factores de
riesgo como el sedentarismo y una alimentaciéon inadecuada ha propiciado el
desarrollo de las enfermedades cronicas no transmisibles (ECNT). Algunas de
estas patologias poseen factores de riesgo comunes que se pueden prevenir de
diferentes maneras. Los hidrolizados proteicos multifuncionales son una
alternativa interesante que podrian ayudar a prevenir o tratar de forma
complementaria estas enfermedades, debido a la presencia de péptidos
bioactivos que pueden actuar funcional y simultaneamente, como antioxidante,
antihipertensivo, inmunomodulador, hipolipemiante, etc. Las leguminosas son
semillas accesibles de bajo costo, que contienen alto contenido proteico, a partir
de las cuales se podrian obtener hidrolizados proteicos multifuncionales. El
objetivo de este trabajo fue evaluar la multifuncionalidad de los hidrolizados
proteicos de la fraccion albumina de semillas provenientes de la leguminosa
Erythrina edulis, para lo cual, previamente se obtuvieron los hidrolizados
proteicos mediante el uso secuencial de la enzima pepsina (0.7 FIP-U/mg),
pancreatina (0.35 FIP-U/mg) y alcalasa (2.4 U/g) durante 30, 60 y 120 min,
respectivamente. El hidrolizado final, presenté un elevado grado de hidrdlisis
(60.20 + 6.76 %), y en coherencia se observdé un buen perfil antioxidante
mediante ABTS y ORAC-FL con valores de 1.373+ 0.4y 2.844 + 0.197 en ymol
TE/mg prot, respectivamente; ademas presentd buena actividad inhibitoria de
ECA y DPP4 con valores ICs0 de 50.654 + 1.620 y 230.57 + 6.759 pg/mL,
respectivamente. En base a los resultados obtenidos, se concluye que el
hidrolizado proteico de la fraccion albumina de pajuro presenta actividad
antioxidante, inhibidora de ECAy DPP4, evidenciando su multifuncionalidad, por
ende, podria ser utilizado como ingrediente en la elaboracién de alimentos
funcionales y/o nutracéuticos con potencial parala prevencion de algunas ECNT

tales como, la diabetes e hipertensién arterial.

Palabras claves: Erythrina edulis, hidrolizado proteico, multifuncionalidad,
actividad antioxidante, inhibidores de ECA, inhibidores de DPPA4.
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ABSTRACT

The increase in the life expectancy of the population, added to risk factors such
as sedentary lifestyle and inadequate nutrition, have led to the development of
chronic non-communicable diseases (CNCD). Some of these pathologies have
common risk factors that can be prevented in different ways. Multifunctional
protein hydrolysates are an interesting alternative that could help prevent or treat
these diseases in a complementary way, due to the presence of bioactive
peptides that can act functionally and simultaneously, as an antioxidant,
antihypertensive, immunomodulator, lipid-lowering, etc. Legumes are accessible
low-cost seeds, which contain high protein content, from which multifunctional
protein hydrolysates could be obtained. The objective of this work was to evaluate
the multifunctionality of the protein hydrolysates of the albumin fraction of seeds
from the legume Erythrina edulis, for which, previously the protein hydrolysates
were obtained through the sequential use of the enzyme pepsin (0.7 FIP-U/ mg),
pancreatin (0.35 FIP-U / mg) and alcalase (2.4 U / g) for 30, 60 and 120 min,
respectively. The final hydrolyzate presented a high degree of hydrolysis (60.20
+6.76%), and consistently a good antioxidant profile was observed by ABTS and
ORAC-FL with values of 1.373 £ 0.4 and 2.844 + 0.197 in ymol TE / mg prot,
respectively; it also presented good inhibitory activity of ACE and DPP4 with ICsg
values of 50.654 + 1.620 and 230.57 + 6.759 ug/ mL, respectively. Based on the
results obtained, it is concluded that the protein hydrolyzate of the pajuro albumin
fraction presents antioxidant, ACE and DPP4 inhibitory activity, evidencing its
multifunctionality, therefore, it could be used as an ingredient in the preparation
of functional foods and / or Nutraceuticals with potential for the prevention of

some NCDs such as diabetes and high blood pressure.

Keywords: Erythrina edulis, protein hydrolysate, multifunctionality, antioxidant
activity, ACE inhibitors, DPP4 inhibitors.
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INTRODUCCION

Enlos ultimos afos, la incidencia y mortalidad de las ECNT se ha incrementado
considerablemente debido al abuso de alimentos hipercaldricos, que al ser
combinados con un estilo de vida sedentario se han convertido en una epidemia
a nivel mundial, registrando un aumento del 59% al 71% desde 1990 a 2016
(1,2). Entre estas enfermedades destacan las patologias cardiovasculares,
diabetes, obesidad, sindrome metabdlico, el cancer, las enfermedades
respiratorias crénicas, entre otras (3). Estas enfermedades se caracterizan por
presentar un desequilibrio en el balance oxidativo lo cual estimula la produccion
de especies reactivas de oxigeno (EROs) y especies reactivas de nitrégeno
(ERNSs); desencadenando la oxidacion excesiva de macromoléculas como
proteinas, lipidos y acidos nucleicos, generando un proceso de metainflamacién
(4). Este proceso es considerado como una inflamacion subclinica permanente,
que favorece el proceso arteriosclerético y la resistencia a la insulina, que se
suele manifestar en forma de presién arterial elevada, hiperglucemia e
hiperlipidemia, a los cuales se les ha denominado como “factores de riesgo
metabdlicos” (5,6).

Eneste sentido, se hagenerado uninterés enla busqueda de compuestos
bioactivos que ayuden a prevenir y/o atenuar el desarrollo de estas
enfermedades. Los hidrolizados proteicos son una fuente importante para la
obtencion de péptidos multifuncionales los cuales poseen actividades
antioxidante, antihipercolesterolémica, antimicrobiana, antihipertensiva,
inmunomodulador, entre otros que son beneficiosas para la salud (7,8). Por
tanto, podrian emplearse para prevenir o tratar de manera complementaria las
ECNT, siendo el objetivo principal la prevencion de los factores de riesgo
metabdlico como son la hipertension arterial (HTA), hiperlipidemias,
hiperglucemia, entre otros. (7,9)

Los péptidos bioactivos se pueden obtener de diferentes fuentes tanto de
origen animal como vegetal, siendo estas ultimas las que presentan mayor
interés, en especial los provenientes de leguminosas, por el alto contenido de
proteinas, bajo costoy por representar una alternativa mas saludable al consumo

de proteinas animales (alto contenido de grasas saturadas y colesterol unidas a

Cleni Teodora Palma Albino 1



sus proteinas) (10). Por tanto, las leguminosas constituyen una fuente potencial
de hidrolizados proteicos multifuncionales (11).

La leguminosa Erythrina edulis, coloquialmente llamada “pajuro”, es una
especie ancestral originaria de los andes centrales de Sudamérica, es cultivada
de forma local y su consumo no es muy difundido; sin embargo, tienen potencial
biotecnolégico, ya que su semilla presenta un alto contenido de proteinas entre
18.0 a 25.0% (8,12), a partir de estas algunos investigadores han podido aislar
diferentes fracciones proteicas como prolaminas, glutelinas, globulinas y
albuminas, destacando esta ultima fraccion debido a su alta solubilidad en agua
(13,14); sin embargo, no hay muchos estudios sobre su multifuncionalidad.

En esta investigacion se obtuvo un hidrolizado proteico multifuncional
derivado de la fraccion albumina aislada de semillas de Erythrina edulis, para la
hidrélisis enzimatica se utilizd secuencialmente las enzimas pepsina,
pancreatina y alcalasa. El hidrolizado presenté un buen perfil antioxidante,
actividad inhibidora de la enzima convertidora de Angiotensina Il (ECA) y la
dipeptidil peptidasa-4 (DPP4), por tanto, se podria emplear como ingrediente en
la formulacién de alimentos funcionales y/o nutracéuticos con potencial para la
prevencion o tratamiento algunas ECNT como la HTA y diabetes mellitus tipo 2
(DM2).
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HIPOTESIS

H1: Los hidrolizados proteicos obtenidos a partir de la fraccion de albumina de
Erythrina edulis presentan mas de dos actividades biolégicas de forma

simultanea.
Ho: Los hidrolizados proteicos obtenidos a partir de la fraccion de albumina de

Erythrina edulis NO presentan mas de dos actividades biolégicas de forma

simultanea.

OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar la multifuncionalidad de los hidrolizados proteicos de la fraccién

albumina de semillas de Erythrina edulis.

iv ifi

1. Caracterizar nutricional y bioquimicamente la fraccién albumina de

Erythrina edulis.

2. Obtener hidrolizados a partir de la fraccion albumina de Erythrina edulis

mediante el uso secuencial de diferentes enzimas comerciales.

3. Evaluar las actividades bioldgicas de los hidrolizados obtenidos sobre

diferentes dianas relacionadas con ECNT a través de métodos /n vitro.
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I. MARCO TEORICO

1.1 Antecedentes
Alolargo de lapresente década se ha presentado un graninterés enla busqueda
de hidrolizados proteicos multifuncionales a partir de fuentes vegetales no
convencionales como las leguminosas debido a su gran accesibilidad y alto
contenido proteico, a continuacion, se presentan diferentes trabajos
relacionados:

Samanta y col. estudiaron la composicion quimica de las proteinas
extraidas de semillas de Erythrina variegata Linn. provenientes de Bengal en la
India, mediante estudios de solubilidad, analisis aminoacidicos, SDS-PAGE y por
microscopia de barrido electrénico. Reportaron un 16.2% de contenido proteico
a partir de la harina de semillas previamente desengrasada. Lograron obtener
cuatro fracciones proteicas; albuminas (2.42%), globulinas (0.04%), glutelinas
(0.81%) y prolaminas (0.07%). En el analisis del contenido aminoacidico de las
semillas identificaron la presencia de 17 aminoacidos, destacando el contenido
de aminoacidos esenciales. Los autores resaltan las bondades de esta
leguminosa por el buen contenido proteico y la calidad aminoacidica que
presentan sus semillas (15).

Wangy col. evaluaron el contenido aminoacidico y la digestibilidad /n vitro
de aislados proteicos de dos variedades de Cicer arietinum L. (garbanzo chinoy
garbanzo desi), realizaron la hidrélisis mediante un sistema de digestién
enzimatico secuencial con pepsina (10 mg/mL, 120 min) y tripsina (100:1 w/w,
120 min). Los autores reportaron un alto grado de digestibilidad con valores de
87.47% y 80.82%, para el garbanzo chino y desi, respectivamente. En relacion
al contenido aminoacidico, resaltaron el contenido de Asparagina (11.6 g/100 g
y 10.59 g/1009), Glutamina (20.24 g/100 gy 16.7 g/100 g), y Arginina (8.07 g/100
gy 8.11 g/100 g), respectivamente. Dichos valores se encuentran dentro del
rango de requerimientos de aminoacidos esenciales para nifios en edad escolar
propuesto por la FAO. Por tanto, los autores concluyeron que las proteinas del
garbanzo podrian ser usadas como una buena fuente proteica para la nutricion
humana (16).

Pastor-Cavada y col. analizaron la calidad proteica y nutricional de la
harina de semillas de 50 leguminosas silvestres de la familia Fabae del género

Lathyrus, Lens, Pisum y Vicia, las cuales fueron digeridas con tripsina (17.7
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BAEE U/mg), a-quimotripsina (43 U/mg) y peptidasa (50 U/g). Los investigadores
reportaron resultados similares en los cuatro géneros que estudiaron,
destacando el alto contenido proteico (22.38-24.17%), buen grado de
digestibilidad /n vitro alrededor de 83%, alto contenido de Leucina (8.26 g/100 g)
y Lisina (7.41 g/100 g), sin embargo, evidenciaron bajo contenido de
aminoacidos azufrados y triptéfano (17).

Herrera y col. evaluaron la actividad inhibitoria de la ECA y antioxidante
en hidrolizados proteicos y fracciones peptidicas obtenidas a partir del
concentrado proteico del frijol Mucuna pruriens. Para la hidrélisis de la proteina
utilizaron las enzimas pepsina y pancreatina 1/10, enzima/sustrato (E/S), de
forma secuencial, a pH 2 para pepsina y pH 7.5 para pancreatina, la incubacion
la realizaron durante 90 min a 37°C, para la separacion de las fracciones
peptidicas utilizaron membranas de 1 kDa de corte molecular. Los autores
reportaron que la fraccién peptidica <1 kDa presentd la mejor actividad inhibitoria
de la ECA con un ICsp de 10.2 ug/mL y capacidad antioxidante del radical FRP,
convalores de TEAC de 709.8 mM/mg e ICso de 54.9 ug/mL. Los investigadores
destacan el potencial nutracéutico de esta fraccion peptidica; sefialando que
podria prevenir o tratar la HTA y enfermedades relacionadas con el dano
oxidativo (18).

Oseguera-Toleda y col. determinaron la actividad inhibitoria de dianas
enzimaticas relacionadas con la DM2 y EOx en fracciones peptidicas obtenidas
tras la hidrélisis del concentrado proteico del frijol Phaseolus vulgaris L. Para la
hidrdlisis enzimatica utilizaron Alcalasa® y bromelina de formaindependiente en
la proporcién de 1:17 (E/S) durante 120 min, pH 8 a 50°C para Alcalasa®y pH 7
a 45°C para bromelina, adicionalmente cada hidrolizado fue llevado a una
simulacion gastrointestinal con pepsina-pancreatina durante 3 h, 37 °C, pH 2
para pepsina y pH 7.5 para pancreatina. Para la ultrafiltracién utilizaron 4
membranas de diferente corte molecular; 1, 3, 5y 10 kDa. Reportaron que la
fraccion <1 kDa con bromelina-pepsina-pancreatina a 100 pg/mL mostré la mejor
inhibicion a-amilasa (49.9 £ 1.4%), y la fraccion <1 kDa con Alcalasa® a 100
Hg/mL inhibié tanto la a-glucosidasa (76.4 £ 0.5%) como la dipeptidil peptidasa 4
(DPP4,55,3 +1,6%). En ambos casos también encontraron mayor capacidad de
inhibicion del radical de oxigeno con valores de TEAC de 159.6 + 2.9y 932.6 +

1.1 mmol ET/g, respectivamente. Los autores concluyeron que la fraccién
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peptidica <1 kDa presentd una buena inhibicidon de enzimas consideradas como
blancos terapéuticos de la DM2; destacando que los hidrolizados de este frijol
podrian contener péptidos bioactivos con propiedades antidiabéticas (19).

Chiny col. estudiaron la composicion nutricional de semillas del lupin azul
(Lupinus angustifolius). Para la extraccién de las proteinas utilizaron el método
de extraccién secuencial de Osborne, logrando aislar de forma secuencial 56%
globulinas, 26% albuminas y 19% glutelinas, en el analisis de los aminogramas
encontraron mayor contenido de aminoacidos esenciales en las fracciones de
albuminas y glutelinas respecto a las globulinas. Ademas, hidrolizaron cada
fraccion proteica con Alcalasa® (0.3 AU/g de proteina); los autores destacan el
mayor GH de la fraccién albumina con un 35.5%, donde ademas encontraron
mayor actividad inhibitoria de la ECA (ICso: 7.95 mg/mL). Los investigadores
destacan el potencial nutracéutico de las proteinas del lupin azul por el contenido
de péptidos bioactivos con actividad inhibitoria ECA (20).

Intiquilla y col. obtuvieron el concentrado proteico de Erythrina edulis
mediante el método de precipitacion isoeléctrica, el que fue hidrolizado con las
enzimas Neutrasa® 0.8 AU, Flavourzima® 50 LAPU y Alcalasa® 0.3 AU porg
de proteina en cada unay a diferentes tiempos. En la evaluacién de la actividad
antioxidante reportaron que el hidrolizado con la enzima Alcalasa® presentd
mejor actividad a los 120 min, tras el fraccionamiento de dicho hidrolizado
reportaron que la fraccion peptidica <3 kDa presentdé la mejor actividad
antioxidante mediante los métodos ORAC y ABTS+ con valores de 6.31y 3.47
pmol ET/mg de proteina, respectivamente (21).

Solano y col. realizaron la extraccion de las fracciones proteicas de la
harina de semillas de pajuro por el método de fraccionamiento secuencial en
base a su solubilidad obteniendo albuminas, globulinas y glutelinas en 3.93, 0.25
y 3.8 %, respectivamente. Los autores hidrolizaron cada fraccion proteica a
través de un modelo de digestién enzimatica simulado con la enzima pepsina
(0.7 FIP/mg de proteina) y pancreatina (0.35 FIP/mg de proteina) durante 90 min,
a 37°C, a pH 1.9 para pepsina y pH 7.8 para pancreatina, seguidamente
emplearon Alcalasa® 2.4 U/g de proteina, en estas condiciones, observaron un
alto grado de digestibilidad In Vitro en todas las fracciones proteicas que
evaluaron, con valores superiores a 89%. Al evaluar la actividad antioxidante y

quelante en los hidrolizados, reportaron que las albuminas y globulinas
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presentaron mejor perfil antioxidante mediante el método ORAC-FL con valores
de 4.957 £ 0.035y5.177 £ 0.023 umol ET/mg de proteina, respectivamente. En
éstas mismas fracciones evidenciaron mayor capacidad quelante de los metales
Cu'% >50% y Fe'?: >70% a la concentracion de 360 y 180 pg/mL,
respectivamente, concluyendo que estos hidrolizados son unaimportante fuente
de péptidos antioxidantes y quelantes con potencial nutracéutico (14).

Intiquilla y col. estudiaron el potencial del concentrado proteico de pajuro
como fuente de péptidos antioxidantes, hidrolizaron el concentrado proteico con
Alcalasa® 1:200 v/v (E:S) a 50 °C durante 120 min; logrando caracterizar 30
péptidos de los cuales 16 presentaron buen perfil antioxidante, con valores de
3.83 £ 0.19 uymol ET/umol péptido (ORAC) y 1.18 £ 0.03 umol ET/pmol péptido
(ABTS+); por lo que sugieren que las proteinas del pajuro puedan ser una buena
fuente de péptidos antioxidantes con potencial nutracéutico (22).

En base a los antecedentes presentados, se puede afirmar que cada vez
es mayor el interés por la busqueda de nuevas fuentes proteicas de origen
vegetal, destacando las semillas de leguminosas por su alto contenido proteico,
que ademas pueden ser sustrato para la obtencion de péptidos bioactivos
multifuncionales. Destacando al pajuro (Erythrina edulis) una leguminosa
subutilizada con alto contenido proteico del cual se puede obtener péptidos
antioxidantes, atrayendo nuestro interés para la obtencion de hidrolizados
multifuncionales que puedan ser utilizados a nivel nutraceutico o terapéutico en
el abordaje de las ECNT como la DM2, HTA, obesidad, etc.
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1.2 Enfermedades Crénicas No Transmisibles

Las ECNT son enfermedades de larga duracion, en su mayoria de progresion
lenta y se generan por la combinacion de factores genéticos, fisiologicos,
ambientales y conductuales (23); poseen esta distincion para diferenciarse de
las “enfermedades transmisibles” o infecciosas. Las ECNT afectan a personas
de todas las edades, nacionalidades y clases sociales. En este grupo se incluyen
diversas patologias; destacando las de tipo cardiovascular que producen la
mayor cantidad de muertes en el mundo, el cancer, enfermedades crénicas

respiratorias y la diabetes, tal como se representa en la Figura 1. (1,24,25)

» 31% 15%

Enfermedades Otras ECNT
cardiovasculares

P 16% 20% Se estima que las
Cancer Condiciones transmisibles, ECNTorepresentan
maternas, perinatales y el 71% de los 57
7% nutricionales millones de
Enfermedades 9% muertes mundiales
cronicas Accidentes,
respiratorias lesiones
3%

Diabetes

Figura 1. Porcentaje de mortalidad que producen las ECNT a nivel mundial durante el afio 2016

(1)

Estas enfermedades se han convertido en un problema de salud publica
importante porque representan alrededor del 71% de los 57 millones de muertes
a nivel mundial (1). Se resalta la mortalidad por las ECNT en paises de bajos y
medianos ingresos econdémicos, llegando a ser 4 veces mayor, que en los paises
con ingresos altos. También se reporta una mayor prevalencia de personas
jévenes que adquieren estas ECNT, en parte debido a la falta de acceso a un
servicio integrado de salud de calidad y la escasa disponibilidad de
intervenciones tempranas y programas efectivos de prevencion de ECNT
(23,26).

Los factores de riesgo de las ECNT son similares, estos se resumen en
cuatro factores importantes, tales como, la alimentacién poco saludable, el abuso

de la ingesta de alcohol, consumo de tabaco y el sedentarismo. Una posible

Cleni Teodora Palma Albino 8



explicacion del incremento exponencial de estas enfermedades durante la Ultima
década se evidencia en el resultado de la combinaciéon de estos factores de
riesgo, sumandose a ello la edad avanzada, el bajo nivel socioeconémico
persistente y el cambio constante de la conducta humana (2,25), todo esto puede
conllevar a que se originen otros factores de riesgo como la obesidad, los
trastornos del metabolismo de los hidratos de carbono, la HTA o las
dislipidemias, indistintos al género tal como se representa en la Figura 2,
conllevando a un aumento de la tasa de mortalidad. Sin embargo, se ha
evidenciado que la mayoria de las muertes prematuras por ECNT se pueden
evitar con cambios conductuales y terapia farmacoldgica, haciendo que estas
patologias sean prevenibles, convirtiéndose en una clave importante para la

disminucion de estas cifras. (27)
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Figura 2. Proporcion de factores de riesgo de ECNT por género, 2016. (3)

1.2.1 Causas de las ECNT

Las causas de las ECNT no estan bien definidas, en la década de los 90 se
describié que tenian un factor comun llamado “metainflamaciéon” o “inflamacion
metabdlica” que se generaba en multiples 6rganos como el higado, cerebro,
pancreas y tejido adiposo, disrumpiendo la homeostasis metabdlica. Este
término hace referencia a un proceso inflamatorio sistémico, crénico y de bajo
grado, originalmente relacionado a la obesidad (28,29). Hoy en dia, la

metainifamacién se asocia, ademas, con otras patologias como las
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enfermedades cardiovasculares, DM2, diversos canceres, osteoporosis, entre
otros, las cuales se relacionan a la discapacidad y muerte prematura (5,29)

La metainflamacién es considerada parte de una cascada metabdlica, que
incluye el EOx, procesos arterioscleréticos y resistencia a la insulina trayendo
como consecuencia el dismetabolismo, inducido por sobrecarga alostatica,
provocando el deterioro crénico (5). Fisiologicamente el organismo genera una
respuesta inflamatoria ante la presencia de agentes infecciosos, antigénicos o
lesiones fisicas involucrando al sistema nervioso, vascular e inmunolégico; sin
embargo, cuando este proceso no resulta eficaz y se mantiene en el tiempo se
vuelve un proceso fisiopatolégico el cual favorece el incremento de RL y
consecuentemente el EOx (30). En la Figura 3 se muestra que el EOx, la
autofagia, la inflamacién crénica sistémica y la desregulacion del sistema inmune
contribuyen al desarrollo de ECNT. Por esta razén, las intervenciones relevantes
para modular el EOx e inflamatorio del cuerpo podrian disminuir las tasas de

mortalidad y la morbilidad asociadas con las ECNT (4,31).

ESTRES OXIDATIVO

Dafio

Muiltiples
oxidativo

fuentes

Estrés oxidativo
sostenible

ENFERMEDADES
CRONICAS NO

1
TRANSMISIBLES Autofagia
Autofagia adaptativa
nociva e
Inflamacion
limitada /
INFLAMACION RRBEGIA

Figura 3. Conexioén entre el EOx, la autofagia y la inflamacion crénica en el desarrollo de ECNT

4)

1.2.2 EOx Yy su relacion con las ECNT

Cleni Teodora Palma Albino 10



El EOx es un desequilibrio que se genera entre la produccion de RL, en especial
por las EROs y ERNs con respecto a los mecanismos antioxidantes y a favor de
los RL. Estos ultimos se definen como un atomo o molécula que poseen un
electron no apareado en su ultimo orbital, convirtiéndolo en una especie
altamente reactiva e inestable que precisa buscar el atomo o electrén que
necesita de las biomoléculas vecinas para poder estabilizarse. De manera
fisiolégica el cuerpo genera estos RL durante el metabolismo por sustancias
endoégenas (cadena transportadora de electrones, lipooxigenasa, macrofagos,
leucocitos, etc) o como respuesta a la exposicién de sustancias exdgenas
(radiaciones UV, humo de tabaco, quimicos, medicamentos, contaminacién
ambiental, etc.). (30,32)

El principal mecanismo de defensa que poseemos para reducir los RL se
encuentra en la mitocondria, dentro de ella se encuentra una serie de enzimas
que cumplen funciones de antioxidantes primarios (superéxido dismutasa,
catalasa, glutation  peroxidasa-glutation reductasa, peroxiredoxinas)
manteniendo un estado reductor del medio celular por el aporte de energia,
también existe la presencia de proteinas transportadoras de metales
(transferrina, hemoglobina, haptoglobina y ceruloplasmina), todos estos impiden
la formacidn y circulacion de RL y actiuan en la captura de compuestos que
incrementan la transformacion de estas especies en sustancias mas dafinas.
También encontramos la presencia de antioxidantes secundarios los cuales una
vez formado el radical, actuan evitando su propagacién al convertirse a si
mismos en un radical menos reactivo de facil eliminacion, entre estos hay
endogenos (estrégenos, acido urico y bilirrubinas) o exdgenos (vitaminas A, E y
C y la coenzima Q10). (30,33)

En la Figura 4, se representa la formacién de RL y EROs a partir de O2
que se da a nivel fisioldgico; sin embargo, el problema se genera cuando el
organismo no es capaz de metabolizar estos RL, lo cual conlleva a una
acumulacion de EROs y especies no radicales (H202), ademas se ven
involucradas otras especies reactivas importantes en la homeostasis de
reduccion-oxidacion (redox) que incluyen ERN, tales como el 6xido nitrico (-NO)
y el peroxinitrito (ONOQ"). Esta propagacién de EROs y H-O2 se le atribuye a una
alteracion en la integridad o actividad de la cadena transportadora de electrones

(complejo | y 1ll) ubicada en la membrana interna de la mitocondria, ya que, se
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le considera como la principal generadora de especies oxidantes intracelulares

(4).

Oz +1eI 0, +1e+2ﬁ H202 _+le 0H"+1e+2'-1 2H,0

02 ﬂ’ 0* SOD »H-05 %ZHQO + Oy
+ Fet2
2GSH
L-arginina NOS no * OH® +OH™ +Fe™ 2H,0 + O,

oNoo~™ —HE> OH® +NO,

Figura 4. Transformacion de O2 a EROs y a moléculas de agua por acciéon de antioxidantes
primarios y formacion de RL mas reactivos a partir de O,. SOD: superoxido dismutasa, CAT:
catalasa; GSH: glutation; NOS: 6xido nitrico sintetasa. (30)

Oftra fuente de EROs es generada por la familia NADPH oxidasa (NOX).
Los NOX catalizan la transferencia de electrones del NADPH al oxigeno
molecular, generando O, utilizado principalmente por las células fagociticas
como mecanismo de defensa contra los patéogenos (34,35). La familia NOX
contribuye a varios procesos fisioldgicos, incluida la adaptacién del musculo
esquelético al ejercicio fisico, el aprendizaje, la memoria y la regeneracion
vascular, entre otros. Ademas, la xantina oxidasa (XO), cataliza la conversion de
hipoxantina en acido urico, generando O2 como subproducto. Las enzimas de
oxido nitrico sintasa (NOS) catalizan la oxidacion de L-arginina a L-citrulina
liberando éxido nitrico (NO), que es importante en varias funciones bioldgicas,
como la contractilidad cardiaca y la vasodilatacion. Sin embargo, el O2 puede
reaccionar rapidamente con el NO para formar ONOO™, un agente oxidante y
nitrante muy poderoso que puede danar el ADN, las proteinas y otras estructuras
celulares vy, al hacerlo, esta implicado en inflamacién, arteriosclerosis y ECV
(4,34,36). En conclusién, el EOx hace que las células sanas del cuerpo pierdan
su funcién y estructura al atacarlas. Hasta ahora, la patogénesis de mas de 50

enfermedades se ha relacionado a la implicancia de los radicales libres.(32)
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HTA y EOx

La HTA se da cuando los valores de PA sistélica y diastélica son iguales o
mayores a 140 mmHg y 90 mmHg respectivamente. La HTA es considerada un
factor de riesgo para el desarrollo de enfermedades cardiovasculares (ECV),
entre ellas la enfermedad cardiovascular aterosclerética, que puede ser
accidente cerebrovascular (ACV), infarto agudo de miocardio (IAM), enfermedad
renal cronica (ERC), enfermedad arterial periférica (EAP) y todas las causas de
muerte cardiovascular, las cuales presentan la mayor cifra de morbimortalidad a
nivel mundial, generando una relacién continua, estrecha e independiente de
otros factores de riesgo entre los valores de PA yECV. (37,38)

La fisiopatologia de la HTA se caracteriza principalmente por una
disfuncién endotelial, con una pérdida del equilibrio de los factores relajantes del
vaso sanguineo (6xido nitrico—NO-, factor hiperpolarizante del endotelio -EDHF)
y de los factores vasoconstrictores (endotelinas), en ella intervienen multiples
factores, entre ellos genéticos, dentro de estos factores se encuentra el sistema
renina angiotensina aldosterona (SRAA) que comprende una serie de proteinas
y 4 angiotensinas (I, I, lll y IV) con actividades especificas, se ha podido mostrar
que este sistema es el que tiene mayor importancia debido a que condiciona la
acciéon de otros factores humorales y/o neurales, tales como produccion de
endotelina, la inhibicion del 6xido nitrico (NO) o de la prostaciclina (PGI2), la
accioén de catecolaminas o de vasopresina (AVP), del factor ouabaina-sensible
o FDE, del tromboxano A2 (TxA2) y de diversas sustancias vasopresoras
endogenas. (39)

Se ha asociado causalmente al EOx con el aumento de la presién arterial
en varios modelos experimentales de hipertension, donde se encuentra una
produccion excesiva de EROs (O2" y H202) y un incremento en la activacion de
NOX y XO, mientras que los niveles de NO y de enzimas antioxidantes
disminuyen. El exceso EROs produce una disfuncién del endotelio vascular (40)
ya que disminuye la produccion y biodisponibilidad del NO endotelial, debido a
que este reacciona rapidamente con el radical superoxido (O2°) formando
peroxinitrito (ONOO"). Estudios observacionales basados en la poblacion
reportaron una relacion inversa entre los antioxidantes plasmaticos y la presion

arterial, por otro lado, estudios clinicos han demostrado que las presiones
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sanguineas sistdlica y diastolica se correlacionan positivamente con los
biomarcadores de EOx (TBARS (en plasma) y 8-epi-isoprostanos) y
negativamente con los niveles de antioxidantes en pacientes con HTA. Otros
autores mencionan que el EOx no es el unico factor involucrado en el desarrollo
de la HTA, se ha evidenciado amplificacién en la elevacion de la presion arterial
en presencia de otros factores prohipertensivos, como la angiotensina Il (Ang Il);
que activalas NOX causando disfuncién endotelial en las arteriolas aferentes del
rifdn y estimula la formacion de EROs mitocondriales (mtERO); la endotelina 1
(ET-1), aldosterona y la sal. (35,39,41)

Las EROs influyen enlafuncién celular al modificar las proteinas mediante
modificaciones postraduccionales, comolaoxidacion (sulfenilacién, nitrosilacion,
glutation y carbomilacion) y la fosforilacion. Las proteinas sensibles a las EROs
incluyen transportadores de iones, receptores, moléculas de sehalizacion,
factores de transcripcion, proteinas estructurales del citoesqueleto vy
metaloproteasas de matriz (MMP), todas las cuales estan involucradas en la
regulacion de la funcion vascular, cardiaca y renal. Las EROs son moléculas de
sefalizacion clave a través de las cuales los agentes vasoactivos como la Ang
II, ET-1, la aldosteronay los prostanoides median los efectos celulares y regulan
lahomeostasis intracelular del calcio, importante para desencadenary mantener
la vasoconstriccion y contraccion cardiaca. Las EROs vasculares también
estimulan la produccion de colageno y fibronectina tanto /n vitro como In vivo,
por lo que la eliminacién de las EROs evita estos cambios fibréticos. Las EROs
generadas en el rindn contribuyen al desarrollo y mantenimiento de la HTA
debido a la alta presencia de NOX, por lo que pueden ocasionar dafno renal,
generando un reclutamiento e infiltracion de macréfagos y células T dentro del
parénquima renal, para luego producir mediadores proinflamatorios, que
potencian el dafo renal y, por tanto, incrementan la severidad de la
hipertension.(35,42)

Sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona (SRAA)

Este sistema inicia con la accion de la renina, que es una proteasa de 40 kDa de
peso molecular con un corto tiempo de vida media 10-15 minutos que se sintetiza

y almacena en las células de la arteriola eferente. Esta proteasa posee un efecto
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fisiolégico indirecto, actua sobre el angiotensindbgeno, una a-glucoproteina
circulante producida por el higado, dando como resultado un decapétido llamado
angiotensina | que forma al octapéptido angiotensina Il por accion de la ECA, tal
como se muestra en la Figura 5, similar a la enzima encargada de la degradacion
de bradicininas, siendo abundante en el pulmén, con menor medida en plasma
y rifion (39,43).

Pro-renina _[Anglotensinégenn]

Kalicreina,
Plasmina, Tonina,
Elastasa, tPA,

CatepsinaG

=] | Angiotensinal |nmmmmp- [REREY

Elastasa,tPA

Tonina,
Quinasa,
sml-@—bl
( Ang1-7
Angiotensinall ]

Aminopéptidasas NEP 24.11
NEP 24.15
NEP 24.26

v

Figura 5. Mecanismo de formacion de angiotensina Il en el sistema renina-angiotensina-
aldosterona (SRAA) (44)

La Ang Il es la principal hormona efectora del SRAA, posee un tiempo de
vida media de 1-2 min, y es inactivada por las angiotensinasas presentes en
muchos tejidos y en altas concentraciones en los hematies, también puede ser
convertida en otros péptidos bioldgicamente activos por accién de algunas
aminopeptidasas dando origen a la angiotensina Ill que estimula la aldosterona
y al SNC, la angiotensina IV que aumenta el flujo plasmatico renal y la
angiotensina (1-7) con efectos vasodilatadores, natriuréticos y de inhibicién del
crecimiento del musculo liso vascular. La mayoria de las acciones del SRAA son
efectuadas por la Ang Il, que actiua sobre 2 tipos de receptores AT1 y AT2,
receptores que son acoplados a proteinas G con 7 dominios transmembrana,
produciendo vasoconstriccion, contractibilidad miocardica, aumento de la
reabsorcion de sodio en rifones e intestino, secrecidon de aldosterona,

vasopresina, etc. (43,45)
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Farmacos inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina (IECA)

El inicio de sintesis de los IECA tuvo origen tras el descubrimiento de ciertos
péptidos que se encontraban en el veneno de una vibora brasilena (Bothrops
Jjararaca) que eran capaces de inhibir la Kinasa Il, enzima que luego demostro
ser idéntica a la ECA. Este compuesto era usado a nivel parenteral, por lo que
comenzaron a desarrollar diversas estructuras para poder ser administrada via
oral, surgiendo el primer IECA, llamado captopril. A este farmaco le siguieron
otras moléculas que fueron sintetizadas realizando cambios en su estructura,
para reducir la cantidad de efectos adversos, surgiendo el enalapril.
Generalmente estos farmacos son bientolerados, sin embargo, se hanreportado
casos de hipotensiéon, hipercalemia, fallo renal, angioedema, tos, etc.
mayormente relacionados a su mecanismo de inhibicion de la ECA. Algunas
erupciones cutaneas, disgeusia, proteinuria y leucopenia son mas frecuentes
con el uso del captopril por la presencia del radical sulfihidrilo. En la Tabla 1
podemos observar la clasificacion de los IECA en funcién a su estructura
quimica. (46,47)

Este grupo de farmacos actua en el SRAA inhibiendo la ECA, impidiendo
latransformacion de angiotensina | a angiotensina ll, generando unadisminucion
de la presion arterial sin producir taquicardias ademas de otras propiedades
como el retraso del deterioro de la funciéon renal vinculada a la nefropatia
diabética, posee mayor efectividad frente a otros vasodilatadores y no interfiere

en el metabolismo de hidratos de carbono, lipidos y acido urico. (47)

Tabla 1. Clasificacion de los IECA (47)

CLASIFICACION IECA
IECA con radical sulfhidrilo Captopril
IECA con radical carboxilo benazepril, cilazapril, enalapril, espirapril, lisinopril,
perindropil, quinalapril, ramipril, trandolapril
IECA con radical fosfinico Fosinoprilo
DM2 y EOx

La DM2 es el tipo de diabetes mas frecuente, representa alrededor del 90 % de
todos los casos de diabetes a nivel mundial, esta enfermedad es asociada a un

incremento de los niveles de insulina en el plasma, el cual se genera por
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compensacion de las células B pancreaticas debido a una reducciéon en la
sensibilidad a la insulina por parte de los 6rganos, generandose resistencia
periférica, cuando es a nivel del musculo estriado y resistencia central cuando
es a nivel del higado, esto hace que se reduzca la utilizacion y almacenamiento
dela glucosa elevando los niveles de glucemia, generando un mayor incremento
de insulina pero sin llegar a contrarrestar la insulino resistencia. Otra causa que
desarrolla en esta enfermedad es la disminucién de incretinas debido al
incremento de glucagén en el periodo postprandial (48).

Entre los factores de riesgo para que se genere la DM2 tenemos el
sobrepeso/obesidad, sedentarismo, antecedentes genéticos, HTA, dislipidemias
y otros factores que estan estrechamente relacionados con el sindrome
metabdlico (49). Muchos estudios indican que existe una estrecha relacion entre
la fisiopatogenia de esta enfermedad y el EOx. El uso de antioxidante podria
contribuir a mejorar la enfermedad, por ejemplo, el acido lipoico ayuda a reducir
la resistencia a la insulina y la produccion de EROs (mejorando la funcion
mitocondrial) (36).

El incremento de EROs en la DM2 se atribuye principalmente a la
disfunciéon de la cadena de electrones, relacionandose directamente a la
diabetes y sus complicaciones, tales como, retinopatias, nefropatias y
neuropatias, generando EOx. Esto esta asociado a la hiperglucemia crénica,
conllevando a desencadenar diversas vias metabdlicas fisioldgicamente
inusuales, generando un incremento en la produccion de EROs, debido a la
reduccién de la hemoxigenasa-1 afectando a las células B del pancreas. Entre
las vias mencionadas en la literatura encontramos a la ruta del sorbitol (o de la
aldosa-reductasa), la glucosilacion no enzimatica de proteinas, la oxidacion de
glucosa y el aumento de la peroxidacion de lipidos. (32,36)

La via del sorbitol hace referencia que, en casos de hiperglucemia, la
enzima aldosa reductasa produciria sorbitol a partir de la glucosa y NADPH
(nicotinamida adenindinucleétido fosfato) como cofactor ocasionando una
disminucién de la biodisponibilidad del NADPH, consecuentemente otros
antioxidantes, como el glutation que depende de este cofactor, no podrian ejercer
su accion, generandose un desbalance de los RL propiciando el EOx.
Adicionalmente, el sorbitol también afecta a las células que utilizan libremente la

glucosa y poseen la enzima aldosa reductasa (el lente del cristalino, las
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neuronas, las nefronas, etc.), ocasionando cambios en su permeabilidad y a nivel
osmotico, los cuales reflejan las complicaciones tipicas de los pacientes
diabéticos (30,33). Durante la autooxidacion de la glucosa se generan productos
oxidantes a partir de la enolizacién de la glucosa, de entre ellos se ha
demostrado que el gliceraldehido en presencia de metales pesados, como el
Fe*?, puede formar el radical superdxido (Qz), y éste, se puede metabolizar en
agua o puede ayudar a la formacion de especies masreactivas.

Por otro lado, la glicosilacién de proteinas, también conocida como
reaccion de Maillard, genera una gran cantidad de RL y metales reductores,
afectando la funcionalidad de las células, ya que la glicosilacion afecta la
actividad bioldgica de las proteinas, por medio de tres mecanismos generales: la
modificacién de proteinas extracelulares (de bajo recambio), el
desencadenamiento de procesos intracelulares por unién a receptores
extracelulares y alteraciéon de proteinas intracelulares.

La senalizaciéon de insulina es modulada por las EROs y ERN de dos
maneras. Por un lado, en respuesta a la insulina, las EROs y ERN se producen
para ejercer su funcion fisiolégica completa y, por otro lado, estos tienen una
regulacién negativa sobre la sefalizacion de la insulina, interpretandolos para
desarrollar resistencia a la insulina, que es un factor de riesgo para DM2. Un
estudio sefala que en la insulino resistencia inducida en ratones se exhibieron
elevados niveles de NOX2 y una disminucién en el indice glutation

reductasa/oxidasa (4,30)

Antidiabéticos orales
Este tipo de farmacos son usados al observar que luego de 2-4 meses de

tratamiento en el estilo de vida del paciente (cambios dietéticos, ejercicio fisico y
educacion sanitaria) no hay un cambio notable de los niveles de glucemia. El
tratamiento con estos medicamentos solo resulta eficaz cuando aun existe
actividad secretora de insulina por parte de las células 3 pancreaticas (50). En la
Tabla 2 abordaremos la descripcion de los diversos antidiabéticos orales que
ejercen accion en diferentes dianas terapéuticas asociadas a la disminucion de

la hiperglicemia.
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Tabla 2. Clasificacion de antidiabéticos orales.

GRUPO FARMACOLOGICO

MEDICAMENTOS

MECANISMO DE ACCION

Sulfonilureas

Farmacos

Clorpropamida
Glibenclamida

Gliquidona

Estimulan la secrecion de la insulina
preformada generando un aumento de la
respuesta metabdlica a la insulina

circulante. (50).

insulino

secretores:

Meglitinidas

Repaglinida
Nateglinida

Se encargan de estimular laproduccion de
la insulina en su faseinicial, reduciendo de
forma mas rapida el pico posprandial de
glucemia. Se recomiendo una dosificacion
fraccionada durante el dia coincidiendo con

las principales comidas. (50).

Biguanidas

Farmacos

Metformina

Incrementa la captacion de glucosa en las
células musculares por incremento de la

sensibilidad a insulina y disminuyen la

gluconeogénesis en el higado. (51).

insulino

sensibilizadores:

Glitazonas

Rosiglitazona

Pioglitazona

Se unen especificamente al receptor
hormonal nuclear PPAR gamma,
generando una regulacion en la
transcripcion del ADN. Aumentando la
sensibilidad de la insulina en el musculo

liso, tejido adiposo y el higado. (51)

Inhibidores de las a-
glucosidasas

Acarbosa
Miglitol

Inhiben competitivamente s las enzimas a-
glucosidasas intestinales, las cuales se

encargan de la digestionde oligosacaridos
en el intestino delgado proximal,
disminuyendo la glucemia posprandial. (50)

Inhibidores de dipeptil
peptidasa 4 (DPP4)

Vildagliptina
Sitagliptina

Inhiben la actividad enzimatica de DPP4,
incrementando los niveles enddgenos de
incretinas GLP-1 (péptido 1 similar al
glucagoén)y GIP (polipéptidoinsulinotropico
dependiente de glucosa). Con ello se
incrementa la sensibilidad a la glucosa por
las células B pancreaticas, aumentando la

secrecion de insulina. (51)
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Obesidad y EOx
La obesidad esta definida por la OMS como una enfermedad crénica, que se
caracteriza por el incremento de grasa corporal, generando un mayor riesgo a la
salud. Es una de las enfermedades que sigue avanzando desenfrenadamente a
nivel mundial, generando complicaciones a nivel fisico, psiquico y social (52).
Tanto el sobrepesoy la obesidad estan asociados como factores de riesgo
de defuncion, visto que poseen una mortalidad de casi 3 millones de adultos por
afno, se considera a esta enfermedad como un factor de riesgo comun para el
desarrollo de las ECNT como ECV, DM2, dislipidemias, trastornos del aparato
locomotor y algunos tipos de cancer (53,54). Existe una clasificacion de la
obesidad para un adulto propuesta por la OMS en base al IMC presentados en
la Tabla 3, adicionalmente se debe considerar la edad, el sexo, la circunferencia
abdominal y el porcentaje de grasa corporal, que va del 15-20% en hombresy
25-30% en mujeres en referencia del peso corporal total, para corroborar si una

persona presenta obesidad o sobrepeso (54).

Tabla 3. Clasificacion de la obesidad en base al IMC (kg/m?) (54)

Clasificacion IMC (kg/m?) Riesgo Asociado a la salud
Normo Peso 18.5-24.9 Promedio
Exceso de Peso =25
Sobrepeso o Pre-Obeso 25-29.9 AUMENTADO
Obesidad Grado | o moderada 30 - 34.9 AUMENTO MODERADO
Obesidad Grado Il o severa 35-39.9 AUMENTO SEVERO
Obesidad Grado Ill o mérbida =40 AUMENTO MUY SEVERO

Dentro de las causas de la obesidad se describe el desbalance energético
entre calorias consumidas y gastadas, sin embargo, esto no es suficiente para
explicar el proceso fisiopatoldgico. Otros investigadores relacionan la carga
genética y ambiental como parte de la patogenia de esta ECNT, definiéndola
como una enfermedad oligogénica, cuya expresion puede ser modulada por
varios genes modificadores que interaccionan entre si y a su vez con factores
ambientales. También, ha sido definida de manera mas amplia, como una
enfermedad sistémica, multiorganica, metabdlica e inflamatoria crénica,
multideterminada por la interrelacion entre lo gendmico y lo ambiental,
fenotipicamente expresada por un exceso de grasa corporal, incrementando el

riesgo de morbimortalidad (53,55).
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La obesidad genera muchos cambios en el organismo, que incluyen
inflamacién elevada, EOx, disfuncién mitocondrial y apoptosis. El tejido adiposo
responde a la excesiva ingesta de nutrientes a través de la hipertrofia e
hiperplasia de los adipocitos, asociandose al metabolismo lipidico disfuncional,
lipdlisis excesiva, generando una mayor producciény secrecién de acidos grasos
libres a nivel de la circulacién (56). La inflamacién localizada en los adipocitos
altera el perfil de adipocinas lo que puede cambiar hacia un fenotipo
proinflamatorio que se acompana de una alta expresion de citocinas pro-
inflamatorias como el TNF-q, IL-6 y otros mediadores de la inflamacion (57).
Estos mecanismos de inflamacion estan relacionados ala produccion de EROs,
conllevando al EOx, consecuentemente una disfunciéon mitocondrial que se
evidencia con la reduccion de la actividad de enzimas antioxidantes (SOD, CAT
y GPx) (56). Ademas, durante la obesidad, la acumulacién de grasa en exceso
estimula la produccion de las NOX que induce unincremento de EROs mediante
latransferencia de electrones desde NADPH al oxigeno, generando asi el radical
superoxido (02~ ¢), que se convierte después en H,© por la superéxido
dismutasa, y a su vez propician la continua produccion de NOX dentro de los
adipocitos, conllevando a un ciclo de produccién e incremento de EROs a nivel

del tejido adiposo blanco (58).

Tratamiento farmacoldgico

Si bien inicialmente se deben aplicar técnicas cognitivo-conductuales para el
manejo de la obesidad, mediante el manejo de dietas hipocaldricas (500-1000
cal/dia) y el incremento paulatino de la actividad fisica, también se recomienda
el uso de farmacos hipolipemiantes en pacientes que presenten IMC =30 kg/m?
0>27 kg/m?, siempre en cuando los pacientes no hayan logrado reducir al menos
5 % de su peso corporal durante 3 meses. Existen diversos blancos terapéuticos
en estudio, entre ellos la inhibicion de la hormona ghrelina; sin embargo, las
opciones de farmacos aprobados por las diversas agencias regulatorias (FDAy
EMA) son escasas (52,59), en la Tabla 4 sefalamos los farmacos que han sido
aprobados por estas agencias reguladoras, los cuales son comercializados como

medicamentos hipolipemiantes.

Cleni Teodora Palma Albino 21



1.3

Tabla 4. Medicamentos hipolipemiantes

Medicamento Mecanismo de accién

Inhibidor del apetito actua liberando noradrenalina y

Fentermina dopamina, usado a bajas dosis (15-30 mg diarios) por

A corto .
potencial abuso. (59)
plazo
Utilizado para controlar el apetito, similar al bupropion a
Dietilpropion .
corto plazo por potencial abuso. (59)
Es un inhibidor de la lipasa gastrica y pancreatica con
A largo Orlistat capacidad de reducir la absorcion grasa y factores de
rlista
plazo riesgo cardiovascular, por otro lado, presenta varios

reportes de efectos adversos como litiasis renal. (52)

Enconclusién, el fendmeno de larespuesta proinflamatoria descontrolada
y el EOx en un estado obeso contribuye significativamente al desarrollo de otras
complicaciones metabdlicas como la DM2, las enfermedades cardiovasculares y
ciertos tipos de cancer (57). Por ello se busca desarrollar nuevos agentes
terapéuticos que aborden lainflamacién y el EOx con el objetivo de prevenir esta
ECNT.

Proteinas vegetales

Segun la FAO se considera una dieta sostenible a aquella que es
nutricionalmente adecuada, saludable, segura, accesible, con minimoimpacto
ambiental y aceptada culturalmente. Sin embargo, la eleccion de estos alimentos
se ve influenciada por factores econdmicos. Ejemplo deello son las proteinas,
las cuales pueden obtenerse de fuentes animales o vegetales, siendo las
primeras las mas consumidas durante las ultimas décadas, a pesar del gran
impacto ambiental que generan, su elevado costo y el impacto negativo a largo
plazo en la salud humana. Sin embargo, en los paises subdesarrollados la
tendencia es diferente, existe un alto consumo de proteinas de fuentes vegetales
debido a su facil accesibilidad y bajo costo, reportdandose que estas son
consumidas aproximadamente por la mitad de la poblacién a nivel mundial (60).
Estas proteinas porsisolas, son consideradas una fuente de proteinaincompleta
(por contener menor o nula cantidad de algunos aminoacidos esenciales) a

diferencia de las de origen animal que presentan un elevado Puntaje Digestible
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de los Aminoacidos Esenciales (DIAAS) 2100, tales como el huevo o las fuentes
lacteas que son consideradas fuentes proteicas ideales.

Por otro lado, sea reportado que los aislados proteicos de algunas
leguminosas como el garbanzo y la soya, demostraron que poseen un DIASS
275y =100, pudiendo considerarse como proteinas de alta calidad. Ademas, se
ha descrito que otras proteinas pueden complementarse entre si, para alcanzar
los requerimientos de macronutrientes recomendados por las entidades de
salud, por ello se considera como una opcién saludable la ingesta de proteinas
de origen vegetal como complementos nutricionales, ademas que se dé una
reduccion de las calorias ingeridas.

Las proteinas de fuentes vegetales son abundantes en la naturaleza y de
facil acceso, se ha descrito que poseen propiedades que ayudan a la reduccion
del riesgo de ciertas enfermedades, tales como la DM2 y algunos canceres, sin
embargo, existen diferencias en su estructura, secuencia aminoacidica y peso

molecular dependiendo de la especie vegetal del cual provengan. (61)

1.3.1 Beneficios del consumo de proteinas de semillas de leguminosas
Las legumbres poseen un alto contenido de lisina con déficit en triptéfano y

aminoacidos azufrados (metionina y cisteina), a diferencia de los cereales que
presentan niveles significativamente bajos de triptéfano, lisina y treonina. (62)

Actualmente se ha sugerido reducir el consumo de proteinas de origen
animal debido al incremento de riesgo de sufrir enfermedades cardiovasculares,
y aumentar la ingesta de proteinas vegetales, especialmente leguminosas que
reportan un rango de contenido proteico de 20% en frijol comun y lentejas hasta
un 40% en sojay altramuz amarillo (63), dichas proteinas poseen varios efectos
positivos en relacion a la salud humana como la reduccion del colesterol, control
de la hipertensidon, mejora en la salud cardiovascular, su ingesta también se ha
asociado positivamente con la masa del musculo esquelético en pacientes de
edad avanzada con DM2. Ademas, se ha descrito que una ingesta alta de
proteinas vegetales puede inducir una mayor pérdida de peso y mejorar el
mantenimiento de este en comparacion con una ingesta baja de estas proteinas.
(60)
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1.3.2 Clasificacion de las proteinas de semillas de leguminosas
Estas proteinas también denominadas “proteinas de almacenamiento de

semillas” se clasifican en funcién a su solubilidad y extractibilidad, tal como se
muestra en la Figura 6. En las dicotiledéneas (legumbres) las albuminas y
globulinas ocupan la mayor proporcion, a diferencia de las monocotiledoneas
(cereales) donde las prolaminas y glutelinas son las predominantes.

Las albuminas vegetales poseen similares caracteristicas a la albumina
del huevo, las cuales son capaces de coagularse por calentamiento, se
encuentran facilmente disponibles debido a su solubilidad en agua y pueden ser
separadas por ultrafiltracién, donde suelen formar tres picos que corresponden
a las 2S (mas abundante), ISy 7S (62).

Las globulinas tienen un peso molecular mas alto que las albuminas, son
solubles en soluciones salinas y pueden ser separadas usando cromatografia de
intercambio i6nico o electroforesis nativa. La principal proteina globulina de
almacenamiento de semillas que se encuentra en el guisante se conoce como
leguminosa (11S), vicilina (7S) y convicilina. La leguminosa extraida del guisante
es un hexamero, cuyo peso molecular oscila entre 320 y 380 kDa mientras que
la proteina vicilina derivada del guisante es una proteina trimera (170 kDa) donde
los residuos de aminoacidos de cisteina estan ausentes. Las prolaminas y
glutelinas son fracciones proteicas minoritarias en las leguminosas que no

superan el 10% del total de proteinas. (42,62)

Albuminas 1.6S-2S
(solubles en agua)

Globulinas 7S-13S

Proteinas (soluble en soluciones salinas)
vegetales Glutelinas
(solubles en soluciones acidas
o alcalinas)
Prolaminas

(soluble en mezclas
hidroalcohdlicas)

Figura 6. Clasificacion de las proteinas vegetales en funcién de su solubilidad
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1.3.3

Hidrolizados proteicos
Los hidrolizados proteicos estan conformados por una mezcla de polipéptidos,

oligopéptidos y aminoacidos libres que se obtienen de alimentos ricos en
proteinas mediante hidrdlisis (42). A nivel nutricional se han utilizado como
ingredientes para la formulacién de diversos alimentos, debido a su mayor
biodisponibilidad facilitado por sistemas de transporte especificos para péptidos
através de la membrana de las células intestinales. También se ha descrito que
mejoran algunas funciones fisiolégicas del ser humano o ayudan a prevenir
ciertas enfermedades crénicas. A nivel industrial son muy valorados porque
mejoran las propiedades funcionales en comparacion a la proteina sin hidrolizar
(64).

La caracteristica del hidrolizado obtenido dependera fundamentalmente
del tipo de proteina y del GH, en base al cual se han clasificado en tres grandes
grupos en funcién de la aplicacion objetivo, asi podemos encontrar hidrolizados
proteicos con un bajo GH (< 10%), utiles para mejorar las propiedades
funcionales (solubilidad, capacidad espumante, emulsionante y/o absorbente de
agua o aceite), GH variable, empleados como saborizantes usualmente
obtenidos por hidrdlisis acida durante 4 a 24 horas amas de 100°C y GH > 10%
para uso en alimentacién especializada, como suplemento, en dietas médicas o
formulas infantiles hipoalergénicas (64). Este ultimo grupo se divide en
hidrolizados para uso como suplementos en la dieta, y por otro lado como
hidrolizados con secuencias aminoacidicas definidas para el tratamiento de
ECNT, esto debido a la presencia de péptidos que actuan regulando

determinadas funciones biolégicas (65,66).

1.3.4 Métodos de obtencion de hidrolizados proteicos
Para la obtencion de los hidrolizados proteicos se hidrolizan los enlaces

peptidicos de las proteinas precursoras, esto se puede llevar a cabo por
procesos quimicos o enzimaticos (67). Si bien los procesos quimicos son mas
rapidos, se prefiere usar los procesos enzimaticos, debido a que estos requieren
condiciones mas suaves y no producen un gran cambio sobre la calidad
nutricional de la proteina. En los procesos enzimaticos se prefiere emplear
enzimas proteoliticas comerciales, la digestion gastrointestinal simulada y/o la

fermentacion (64).
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Hidrdlisis enzimatica

Este método representado en la Figura 7, consiste en hidrolizar la proteina
precursora usando una o mas enzimas proteoliticas, el cual permite controlar
varios parametros, tales como el pH, la temperatura y la concentracion E/S para
alcanzar las condiciones enzimaticas optimas (64). La hidrélisis enzimatica es el
procedimiento mas usado, por ser rapido y seguro en la produccion de
hidrolizados proteicos con actividades biologicas, donde las caracteristicas
bioquimicas de estos hidrolizados dependeran fundamentalmente del tipo de
proteasa utilizada, la concentracion del sustrato, la relacion E/S, el tiempo de

hidrdlisis y las condiciones fisicoquimicas del proceso. (68)

Paso 1:

Enzimas

. biocataliticas
Sistema

complejo de
proteinas

Paso 2: Enzima

inactivada

Polipéptidos O O : O

- O . OO
SINSY Yot o\
Aminoacidos / ‘ QO.OO.C’ O Dipéptidos
O

libres
Figura 7. Hidrdlisis enzimatica de proteinas (66)

Las proteasas disponibles pueden clasificarse segun su origen (animal,
vegetal, microbiano o fungico), su modo de accién y segun su sitio catalitico
donde se presentan algunos ejemplos en la Tabla 5. Estas caracteristicas son
las que se consideran al momento de elegir la proteasa adecuada, segun su tipo
de accion tenemos a las endoproteasas, las cuales actuan hidrolizando enlaces
amidicos dentro de la cadena proteica, mientras que las exoproteasas, se

encargan de liberar aminoacidos terminales de las proteinas o péptidos.
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Tabla 5. Clasificacion de algunas proteasas comerciales (69)

NOMBRE
TIPO / ORIGEN FUENTE T (°C) pH
COMERCIAL
Tripsina 7-9
] o 30-60
Animal Quimotripsina Porcino, bovino 8-9
45-55
Elastasa 6-8
Serinproteasas Substilisin.Carlsberg,  Bacillus
) ] ] 50-60 6-10
Alcalasa® licheniformis
Bacteriana
Subst.BPN Bacillus
40-55 6-10
Substilisin Novo amyloliquefaciens
Papaina Papaya 5-8
P ) pay 40-75
Cisteinproteasas Vegetal Bromelaina Pifia 20-65 5-8
Ficina Latex de Ficus 5-8
Animal Pepsina Porcino, bovino 1-4
Aspartato Quimosina Becerro 4-6
proteasas Flingi Aspergilopeptidasa Aspergillus saitoi 35-50 2-5
ungica
g A Newlasa Rhizopus sp. 40-50 3-6
Animal Carboxipeptidasa A Pancreas 7-8
Metalo B.
, Neutrasa® amyloliquefaciens 6-7.5
proteasas Bacteriana 40-55
Termolisina B. 7-9
thermoproteolyticus

La naturaleza del centro catalitico de las proteasas difiere de acuerdo a
los aminoacidos y otros ligandos que intervienen en la formacion del complejo
E/S. El centro activo contiene aminoacidos o cationes metalicos que promueven
la catalisis, llamados serinproteasas, cisteinproteasas, aspartatoproteasas,
segun intervengan los aminodacidos serina, cisteina o acido aspartico. En las
metalo proteasas la actividad esta promovida por un cation metalico, siendo el
mas frecuente el zinc. Todas las serinproteasas tienen actividad endo,
contrariamente a las metalo proteasas que poseen actividad exo. (69,70).
También se debe considerar la relacién E/S porque modula el rendimiento de los
hidrolizados obtenidos. (42)

Las proteasas que se usan con mayor frecuencia en la industria
alimentaria son la papaina, termolisina, Alcalasa®, Neutrasa®, Flavourzima o
Actinasa E. En estas industrias las reacciones enzimaticas se realizan a gran

escala en biorreactores donde es factible controlar todos los parametros. La
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detencion de la reaccidn se realiza por incremento de temperatura o variaciéon
del pH. Segun la aplicacion del hidrolizado enzimatico se realizan las
operaciones unitarias posteriores. En algunos casos se llegan a separar los
péptidos bioactivos para ser purificados, caracterizados e identificados, incluso
se determina la actividad biologica, en cada caso, mediante ensayos /n vitroe In

vivo. (7)

Digestion gastrointestinal simulando condiciones fisiolégicas

Los hidrolizados proteicos también se pueden liberar por accion de peptidasas
que se encuentran en el tracto digestivo, tales como pepsina, tripsina y
quimotripsina, de esta forma se llega a simular de manera natural el proceso de
digestion gastrointestinal reproduciendo las condiciones fisioldgicas. Este
proceso se inicia en el estbmago por accién de las pepsinas en particularla Ay
la C, accion que es potenciada por la alta acidez del estbmago, donde las
proteinas son hidrolizadas antes de que alcancen el intestino para su absorcion.
Enellumenintestinal, las endopeptidasas pancreaticas, principalmente la
tripsina, elastasa y quimiotripsina junto con exopeptidasas como la
carboxipeptidasa Ay B, generan péptidos de dos a seis residuos aminoacidicos,
asi como aminoacidos libres, los cuales son absorbidos integramente,
atravesando el ribete estriado de los enterocitos con ayuda de transportadores o
acarreadores. Los oligopéptidos producidos por accion de las enzimas gastricas
y pancreaticas después son hidrolizados por exo y endopeptidasas en la
membrana intestinal de borde en cepillo generando dipéptidos y tripéptidos
(71,72).

Estas rutas de obtencion generalmente se confirman en el laboratorio
mediante el uso de proteinas especificas, ingestion simulada y digestion
gastrointestinal con tripsina y/o quimotripsina, reproduciendo las condiciones de
todos los pasos en una digestion real. La bioactividad de los hidrolizados
obtenidos, generalmente se analiza con ensayos In vitro, pero para obtener
resultados mas reales, es necesario realizar ensayos In vivo, con modelos
animales y/o humanos para verificar el efecto fisiolégico, implicando un mayor

tiempo y costo. (73)
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La fermentacion es un proceso eco amigable que ayuda a mejorar la
digestibilidad de las proteinas de la dieta. Durante este proceso las enzimas
proteoliticas son producidas por la poblaciéon microbiana que se desarrolla en el
medio de cultivo (74). Los lactobacilos y bifidobacterias han sido los
microorganismos mas usados para la produccién de productos fermentativos de
la leche, queso y otros productos lacteos. Estas bacterias contienen un gran
numero de enzimas proteoliticas que son capaces de enriquecer el contenido
nutricional de estos productos mediante la obtencion de oligopéptidos y
liberacion de aminoacidos libres.

En productos como la leche fermentada por cepas de Lactobacillus
helveticus se han reportado la produccion de dos clases de péptidos inhibitorios
de ECA. También se han descrito el uso de este proceso para hidrolizar
concentrados proteicos de origen vegetal que tuvo como resultado la mejora en
las propiedades funcionales del hidrolizado producido (75). En otro estudio, Ferri
y col. evidenciaron que la fermentacién del trigo con Lactobacillus plantarum
mejoro el perfil funcional destacando el efecto saborizante y antioxidante. (76).

Elresultado de la producciéon de hidrolizados proteicos mediante procesos
fermentativos puede ser muy variable dependiendo de la capacidad hidrolitica
de la cepa en estudio, algunas pueden tener un grado de protedlisis de 1-4%,
mientras que otras llegan hasta un 40%, los resultados en las actividades

biolégicas también pueden ser muy variables. (75,77)

1.3.5 Hidrolizados proteicos multifuncionales
Los hidrolizados proteicos que poseen dos o mas actividades biologicas

simultdneas son denominados como multifuncionales, numerosos estudios
atribuyen estas propiedades a los péptidos bioactivos que se encuentran en los
hidrolizados proteicos. La obtencion de estos hidrolizados resulta mayor cuando
se utiliza mas de una proteasa en la hidrdlisis enzimatica. Vilcacundo y col.
obtuvieron hidrolizados multifuncionales al hidrolizar el concentrado proteico de
la quinua y el amaranto con pepsina-pancreatina, simulando la digestion
gastrointestinal, como resultado reportaron actividades inhibitorias de la ECA,
antioxidantes, inhibidores de las enzimas DPP4 y a-amilasa, por lo que

decidieron fraccionar y analizar los hidrolizados mediante HPLC-MS/MS donde
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identificaron las secuencias FLISCLL, SVFDEELS y DFIILE responsables de las
actividades biologicas (78).

Bautista-Expdsito, fermentd e hidrolizé el concentrado proteico de la
lenteja empleando Lactobacillus plantarum combinado con una enzimade grado
alimentario (Savinasa 16 L) obteniendo hidrolizados con propiedades
antioxidantes, inhibitorias delaECA, lipasa ylas a-glucosidasas intestinales (79).

Poma, obtuvo un hidrolizado proteico de cafiihua con actividad antioxidante
(2.08 + 0.05 ymol ET/mg proteina) e hipertensiva (ICso: 0.10+£0.01 mg/mL)
mediante ensayos In vitro. Ademas, evaluo el efecto en un modelo
experimental de ratas, el autor confirmé una disminucion significativa de la PA
sistolica y diastolica de 184.4 £ 10.9a161.6 £ 8.7 mmHgy de 155.2+ 194 a
138.8 £ 9.9 mm Hg, respectivamente (80).

1.3.6 Péptidos bioactivos con potencial terapéutico sobre las ECNT
Los péptidos bioactivos, son secuencias cortas de 2 a 20 residuos de

aminoacidos por molécula con un peso molecular menor a 6 kDa, los cuales
pueden actuar en el organismo regulando diversos procesos fisioldgicos,
modificando el metabolismo celular y actuando como hormonas o
neurotransmisores, mediante interacciones hormona-receptor y cascadas de
senalizacion (73,81). Estos péptidos se encuentran incrustados dentro de la
estructura primaria de las proteinas de los alimentos, los cuales una vez
liberados por procesos alimenticios o enzimas digestivas durante el transito
gastrointestinal, presentan efectos beneficiosos sobre la salud.

Las diferentes actividades que exhiben los péptidos bioactivos dependen
de diversos factores, tales como, las condiciones de obtencion, la fuente de
proteina, la secuencia y composicion aminoacidica, el peso molecular y la
distribucion de carga, pH y ciertos tratamientos quimicos (82). EImanejo de estas
condiciones, ha permitido descubrir una serie de propiedades beneficiosas, por
ello en los ultimos afos, se han identificado y caracterizado péptidos bioactivos
multifuncionales con propiedades; antioxidante, antihipertensivo, antidiabético,
hipoglucemiante, hipocolesterolémico, etc (83,84). Para la evaluacion de estas
propiedades se ha tomado un especial interés en modelos de digestion In vitro,
a pesarde que los estudios de intervencion In vivo representan el “gold standard”

en las investigaciones, debido a que estos métodos son mas rapidos, menos
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costosos, e implican menos restricciones éticas comparados con los ensayos /In
vivo. Ademas, este ensayo puede determinar la bioaccesibilidad de estos
péptidos, el efecto de su estructura quimica y el efecto sinérgico de todos los
péptidos producidos durante el proceso de digestion (85).

Los péptidos bioactivos han sido aislados de diversas fuentes proteicas,
por ejemplo; el plasma sanguineo humano y bovino, la yema de huevo, la carne
de pescado, de las proteinas de la leche y su suero, entre otros. En los ultimos
anos, se han reportado diversos estudios orientados a la busqueda de péptidos
bioactivos multifuncionales para reducir los factores de riesgo asociados a las
ECNT (44).

La confirmacion de la multifuncionalidad de estos péptidos ha impulsado
labusqueda de nuevas fuentes proteicas de origen vegetal como alternativa para
la prevencion de las ECNT que principalmente busca la prevencion de los
factores de riesgo metabdlico como la hipertension arterial, hiperlipidemias,
hiperglucemia entre otros (83,86). A continuacion, describiremos diversas
publicaciones que soportan lapotencial multifuncionalidad de péptidos bioactivos

como alternativa terapéutica de las ECNT.

Péptidos antioxidantes

Los péptidos antioxidantes pueden contribuir a disminuir el riesgo de ciertas
enfermedades cardiovasculares o algunos tipos de canceres ya que pueden
funcionar evitando la formacion de radicales libres o introduciendo sustancias
que compitan con los radicales libres existentes (64). A pesar de que hasta la
actualidad no hay un entendimiento completo de su mecanismo de accién, los
péptidos antioxidantes se pueden dividir en dos grupos; péptidos capaces de
reducir radicales libres mediante donacion de hidrégeno en una reaccion
competitiva y péptidos capaces de transferir un electrén al reducir un compuesto
oxidante. Los métodos utilizados en el primer caso son el ensayo ORAC, el
parametro antioxidante total de atrapamiento de radicales (TRAP)y el ensayo de
blanqueo de B-caroteno, mientras que en el segundo caso son captacion del
radical ABTS, poder antioxidante reductor férrico y la actividad de barrido del
radical.1,1-difenil-2-picrilhidrazilo (DPPH) (7). La mayoria de los péptidos
antioxidantes poseen de 4 a 16 aminoacidos, con un peso molecular entre 500

—1500kDa, donde ciertas caracteristicas estructurales determinan sucapacidad
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antioxidante, se ha establecido que esta actividad depende del tipo de
aminoacido presente en la secuencia y de la posicién que ocupe en la misma,
por ejemplo, aminoacidos como tirosina, metionina, histidina, lisina y triptéfano
son generalmente aceptados por exhibir una gran actividad antioxidante (87).
Adicionalmente, se ha reportado que tripéptidos con triptéfano y tirosina en su
C-terminal muestran una fuerte actividad de captacion de radicales libres, asi
como una combinacion diferente de estos aminoacidos en una cadena de
tripéptidos evidenciaria una actividad antioxidante diferente. La presencia de
residuos aminoacidicos aromaticos también mejora la actividad de captacién de
radicales, en estos péptidos, debido a que pueden donar protones a radicales
con déficit de electrones. También se ha descrito que la presencia de histidina
en los residuos aminoacidicos de algunos péptidos antioxidantes se relaciona a
la habilidad de donacion de hidrégenos del grupo imidazol presente. (82)

Se han reportado varios péptidos antioxidantes en hidrolizados de
proteinas de fuentes animales como leche, huevos, pescado, carne, etc., y en
fuentes vegetales como el garbanzo (88), la soya (89), entre otras sefialadas en
la Tabla 6, que una vez demostrada su actividad, resistencia a la digestion y
absorcion 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. (73)

Tabla 6. Péptidos con actividad antioxidante (82)

FUENTE PREPARACION PEPTIDO
Soya (B-conglicina) Proteasa LLPHH
Garbanzo Alcalasa® NRYHE
Bacillus licheniformis
Trigo germinado ) \A4
Proteasa alcalina

Arroz Alcalasa® TQVY
Maicillo Alcalasa® LDSCKDYVME

Péptidos antihipertensivos

La obtencion de inhibidores de ECA naturales es una alternativa para

contrarrestar los efectos adversos evidenciados por el uso de inhibidores
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sintéticos, tales como el captopril, aunque estos péptidos antihipertensivos aun
demuestran una menor actividad en comparacion con las drogas sintéticas; sin
embargo, muchos péptidos inhibidores de ECA aislados de diferentes fuentes
proteicas presentan un gran potencial para ser usados en el tratamiento inicial o
en la prevencion de la HTA. (82)

A pesar de los multiples estudios reportados sobre péptidos derivados de
alimentos con actividad antihipertensiva ain no se ha establecido una relacion
clara entre su estructura y la actividad inhibitoria ECA, donde se resalta la
complejidad y los multiples sitios de accidon que poseen estos péptidos
antihipertensivos (87). Cheung y col. indicaron que la actividad antihipertensiva
esta asociada a la afinidad de los residuos aminoacidicos del extremo N- o C-
terminal por el sitio activo de la ECA (90). Ademas, Matsui y Tanaka reportaron
que péptidos con actividad antioxidante e inhibitoria ECA son usualmente ricos
en aminoacidos hidrofébicos, los cuales mejoran la absorcién e interaccion con
los sitios de accidn o con los radicales libres (91). Otros estudios de inhibicion
competitiva de ECA hanrevelado que los residuos de valina, isoleucina, alanina,
arginina, tirosina y fenilalanina, y residuos de triptéfano, tirosina, fenilalanina,
prolina, isoleucina, alanina, leucina y metionina son preferibles en las penultimas
y ultimas posiciones, respectivamente.

Respecto a los péptidos antihipertensivos derivados de alimentos, se ha
establecido que estos comparten ciertas caracteristicas estructurales, por
ejemplo, tienen que ser cortos en longitud, y su potencia inhibitoria depende de
la secuencia de tripéptidos del C-terminal, el cual usualmente contiene
aminoacidos hidrofobicos pero también residuos de prolina, lisina o arginina (87).
En contraste a esto, otros autores mencionan que la composicidon aminoacidica
de estos péptidos se ven influenciadas por aminoacidos de cadenas aromaticas
como prolina, triptéfano y tirosina en el extremo C-terminal, mientras que los
aminoacidos hidrofébicos con cadenas alifaticas como leucina, valina, isoleucina
y glicina son afines al extremo N-terminal (92).

Unodelos primeros tripéptidos antihipertensivos descubiertos fueron VPP
y IPP derivados de la leche, aunque a la actualidad se han reportado diversos
tipos de péptidos antihipertensivos obtenidos de distintas fuentes proteicas como

leche, pescado, huevo, trigo, maiz, etc, de los cuales algunos se han ensayado
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en modelos animales, administrando estos péptidos via oral, generando una
disminucién entre 25-35 mmHg luego de 6 horas de administracién (9,93).

En el caso de las legumbres, a partir de la hidrdlisis de las globulinas
extraidas de Pisum sativum con pepsina-pancreatina se han identificado los
péptidos GGSGNY, DLKLP, GSSDNR, MRDLK, y HNTPSR (94).

Pépti hi lucémi

Estos péptidos hipoglucémicos son usados mayormente para el manejo de la
DM2, enfermedad que afecta a un gran niumero de personas a nivel mundial.
Dentro de estas técnicas terapéuticas tenemos la reduccion de la hiperglicemia
postpandrial principalmente por la inhibicion de la DPP4, la cual degrada e
inactiva las hormonas incretinas péptido similar al glucagén tipo 1 (GLP-1) yel
polipéptido insulinotropico dependiente de glucosa.

Se han reportado diferentes péptidos derivados de proteinas de alimentos
con actividad inhibitoria DPP4, pero aun no hay suficientes secuencias
peptidicas para establecer una relacion estructura-actividad. Estudios de
acoplamiento computacional han establecido que DPP4 es una peptidasa
especifica de prolina / alanina que se escinde después de XP y XA (donde X
representa cualquier aminoacido) en el extremo N-terminal del péptido
hipoglucémico, y también los péptidos bioactivos que simulan al sustrato de
DPP4 poseen un alto potencial de actividad inhibitoria. Un comportamiento
similar, se ha encontrado en el tripéptido WRE, presente enla secuencia primaria
de la B-amilasa de la soya, proponiendo que los residuos aminoacidicos del
extremo N-terminal son los que determinan el potencial inhibitorio.

Otro método terapéutico en el manejo de la hiperglicemia postpandrial esta
basado en la modulacién de la actividad de enzimas digestivas envueltas en el
metabolismo de carbohidratos, tales como, a-amilasa y a-glucosidasa, cuya
inhibicion ayudarian a regular la glucemia. El numero de secuencias peptidicas
enfocadas en inhibir a las enzimas digestivas mencionadas, también es escaso,
por lo que estudios de acoplamiento molecular proponen que un requerimiento
para poseer actividad hipoglicemiante sea tener una secuencia de tres a seis
residuos aminoacidicos con cualquier serina, treonina, tirosina, lisina o arginina

en el extremo N-terminal y un residuo de prolina en el extremo C-terminal con
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1.4

residuos de metionina o arginina ocupando la ultima posicién del extremo C-
terminal (87).

Se ha reportado péptidos obtenidos de la hidrdlisis del frijol negro con
termolisina, alcalasa y pepsina, por ejemplo, las secuencias AKSPLF vy
EGLELLLLLLAG que han demostrado tener gran actividad inhibitoria enzimatica
en las dianas terapéuticas para el manejo de la DM2. Esto puede deberse a la
presencia de los aminoacidos leucina, prolina, glicina y fenilalanina en sus
secuencias (95). La soja también es una fuente muy utilizada para la obtencion
de péptidos hipoglucémicos, del cual se han obtenido fracciones peptidicas de
5-10kDa con potencial aplicacién como suplemento en la dieta para controlar la
hiperglicemia postpandrial (89). Ademas, el consumo de los péptidos cifrados en
semillas de canario, han demostrado actividad inhibitoria contra DPP4 y ECA,

que son objetivos para tratamientos de diabetes e hipertension (7).

Péptidos hipolipemiantes

Los péptidos hipolipemiantes aun son un campo que requiere mas investigacion,
estos se caracterizan por la capacidad inhibir a la lipasa pancreatica mediante
técnicas In vitro, esta enzima se encarga de la hidrdlisis de los triglicéridos a
glicerol y acidos grasos, que al incrementar su actividad puede generar
problemas de obesidad e hiperlipidemias. Péptidos derivados de Phaseolus
vulgaris han demostrado una inhibicidon enzimatica de hasta un 86.67% (96), a
diferencia de los péptidos obtenidos de la hidrélisis de prolaminas de granos de
mijo, las cuales reportan una mejor actividad inhibitoria de lipasa pancreatica
(ICs0: 0.03 mg/mL) similar a las secuencias EITPEKNPQLR vy
RKQEEDEDEEQQRE obtenidas de la soya (97).

Erythrina edulis (pajuro)

El pajuro es una leguminosa que se encuentra dentro del género Erythrina, el
cual esta conformado por 112 especies, pertenece a la familia Fabaceae,
originario de Sudameérica (8). Este arbol oriundo de los andes latinoamericanos,
fue aprovechado por las culturas andinas como fijador de nitrégeno, como

forraje, posee caracteristicas de facil reproduccion, alto contenido nutricional,
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ademas se le atribuyeron usos medicinales como diurético y anticonceptivo
(12,98).

Los pobladores aprovecharon sus semillas como alimento por el alto
contenido proteico de sus semillas, mediante la elaboracién de potajes como
sopas, crema de pajuro, croquetas de pajuro, ensaladas, etc. A pesarde seruna
planta multipropésito, de facil acceso y sin complicaciones para su cultivo,
actualmente es subutilizada y es conocida sélo a nivel local en regiones

altoandinas de nuestro pais (99).

1.4.1 Etimologia y clasificacion taxonémica del pajuro

Etimologicamente el nombre genérico Erythrina proviene del griego Erythros que
significa color rojo, por el color intenso de la flor (99). En la Tabla 7, presentamos

la clasificacién taxondmica del pajuro.

Tabla 7. Clasificacion taxonémica del pajuro

Reino Vegetal
Subreino Embriophyta
Division Spermatophyta
Subdivisién Angioesperma
Clase Dicotyledonese
Subclase Rosidae
Orden Leguminal
Familia Fabaceae
Subfamilia Faboideae
Género Erythrina
Especie Erythrina edulis

El pajuro crece a altitudes entre 1200 a 2600 msnm, con temperaturas no
extremas entre 15 a 20°C, con suelos tipo arcillosos o arenosos; poco tolerante
a suelos de pH acido (12). Este arbol es una especie que se encuentra de forma
natural y cultivada en diversas zonas de los andes latinoamericanos, lo que hace
variar la nomenclatura.

El pajuro también posee otros nombres coloquiales tales como
chachafruto, balu, poroto (Colombia); sachaporoto, pashuro, arbol de pan (Peru);
basul, guato (Ecuador); frijol nopas (Venezuela), sachahabas (Bolivia). En el

Peru el pajuro se encuentra mayormente en la zona norte del pais, en los
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departamentos de Huanuco, Ancash, La Libertad, Cajamarca, Piura vy

Amazonas. (99)

1.4.2 Descripcién botanica

Este arbol frondoso puede alcanzar un tamafio de 14 metros, un diametro de 7
metros y posee un tallo lefoso con espinas. Sus hojas algunas veces son
espinosas, alternas, semicoriaceas, ftrifolioladas y de peciolos largos con
glandulas productoras de néctar cerca de la base de sus foliolos. Sus flores son
completas y de un color rojizo con una inflorescencia en racimo de 180 a 200
flores, son algo pulverulentas, tipicamente papilionaceas, con pedunculo floral
gue mide aproximadamente de 3 a 18 mm de largo. Sus semillas son legumbres
cilindricas, de 3 a 3.5 cm de diametro, de color marrén oscuro y tegumento
arrugado cuando estan secas, con una vaina de 15 a 25 cm de longitud el cual

contiene en su mayoria 6 semillas, con estrias entre las semillas (Figura 8) (98).

e

Figura 8. (a) Arbol de pajuro; (b) Vainas de pajuro; (c) Flor de pajuro y (d) Semillas de
pajuro (Erythrina edulis)

1.4.3 Fracciones proteicas del pajuro

La harina de pajuro posee un contenido proteico de 18.4% (p/p), las cuales se

han clasificado en albuminas, globulinas, glutelinas y prolaminas, determinadas
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en base a su solubilidad. En otro estudio muestra que la semilla de pajuro posee
un contenido proteico de hasta 23 %, con un aminograma comparable al del
huevo y superior al del frijol, posee un valor biolégico de un 70.9 %, superior al
de la lenteja (44,6 %), el frijol (58 %), la arveja (63,7 %)y el haba (54,8 %). (99)

A pesar de su elevado valor nutricional y su potencial efecto beneficioso
sobre la salud, son pocos los estudios relacionados a las propiedades biologicas
de las semillas de pajuro. Por lo tanto, se considera importante profundizar el
estudio de esta leguminosa como fuente de compuestos bioactivos. Intiquilla y
col. obtuvieron una fraccion peptidica de potente actividad antioxidante
demostrada mediante métodos In vitro, para lo cual previamente extrajeron las
proteinas solubles de las semillas, las cuales fueron hidrolizadas con Alcalasa®
(8,21). A partir de dicha fraccidon activa, los mismos investigadores, han
identificado 14 péptidos con buen perfil antioxidante (22) que presentan una
potencial multifuncionalidad. Hasta el momento, se ha confirmado la actividad
antioxidante, inhibidora de la ECA y DPP4 de alguno de estos péptidos,
sugiriendo un efecto prometedor frente a lasECNT.

Solano y col. aislaron las proteinas de la harina de semillas de pajuro,
utilizando diferentes solventes, donde obtuvieron cuatro fracciones proteicas,
albumina, glutelina, globulina y prolamina, en cada caso, evidenciaron un perfil
electroforético diferente. Ademas, hidrolizaron cada fraccidon proteica con
pepsina, pancreatina y Alcalasa®. Los autores reportaron que los hidrolizados
de albumina y globulina presentaron mayor actividad antioxidante, convalores
de ORAC-FL de 4.957 £ 0.035y 5.177 + 0.023 umol de equivalente de Trolox
(ET)/mg de proteina, respectivamente (14).

De estas fracciones, la albumina resulta interesante por su solubilidad en
agua y el buen perfil antioxidante, por tanto, consideramos que esta fraccion
proteica podria servir como sustrato para la obtencion de hidrolizados proteicos

multifuncionales para prevenir las ECNT.
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Il. MATERIALES Y METODOS

2.1 Fraccién de albumina de las semillas de pajuro.

2.2

Se trabajo a partir de la fraccion de albumina obtenida por Solano y col. (14), la
cual se extrajo de la siguiente manera, a partir de harina de semillas de pajuro
de la cosecha de agosto de 2016, provenientes de la ciudad de Trujillo - La
Libertad. Se realizé una suspension 1:6 (p/v) en agua destilada, que fue
homogenizada durante 1 h, después centrifugaron la suspension a 14000 g por
20 min a 4°C, posteriormente ajustaron el pH del sobrenadante con HCI 1N,
hasta alcanzar el punto isoeléctrico, alrededor de 4.5, punto en que obtuvieron
el precipitado respectivo, que fue centrifugado a 14000 g durante 20 min,
eliminaron el sobrenadante. Las proteinas precipitadas fueron resolubilizadas en
agua destilada con el ajuste de pH con adicion de NaOH 1N, hasta alcanzar la
neutralidad, este proceso fue realizado antes de la liofilizacion en un equipo

Labconco a -47 °C y 7 x 10 mbar durante 48h.
Caracterizacion nutricional y bioquimica de la fraccién albumina de pajuro

2.2.1 Determinacion del contenido proteico

Antes de proseguir con los analisis, en este punto consideramos necesario
caracterizar y comparar el contenido proteico de la harina, CP y fracciones de
albumina de pajuro previamente obtenidas por Solanoy col. (14), para lo cual se
utilizé el método del acido bicinconinico (BCA). Este ensayo se basa en la
reduccién de Cu*?a Cu*' en condiciones alcalinas, que se da por la presencia
de los aminoacidos cisteina, cistina, tirosina y triptéfano y por la cadena peptidica
propiamente dicha. El Cu*' reacciona con dos moléculas de BCA, formando un
compuesto cromogénico especifico que produce un cambio en el color de la
solucidon de ligeramente turquesa a purpura, que absorbe a 562 nm que es

directamente proporcional a la concentracion de proteinas (100,101).

La mezcla de reaccién estuvo compuesta por una solucion BCA (Sigma-
Aldrich) y CuSO4 al 4% en una proporcion 1:50 preparada al instante. Como
estandar se prepard una solucion stock de 1 mg/mL de albumina de suero bovino
(BSA) con la que se obtuvo una curva de calibracién. Las muestras o estandar
se prepararon con agua bidestilada en 25 yL, seguidamente seanadié 200 pL

de la mezcla de reaccioén, las muestras se incubaron a 37°C durante 30 min, las
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lecturas se realizaron a 562 nm en un lector de placas multipocillo Infinite
M200PRO (TECAN).

2.2.2 Determinacion del contenido de aminoacidos

El contenido aminoacidico del CP y la fraccidn albumina de pajuro se realizaron
por solicitud de servicios al Instituto de Investigacion en Ciencias de la
alimentacion (CIAL) de la Universidad Autonoma de Madrid-Espana. Las
muestras previamente se hidrolizaron por adicién de HCI 6N a 110°C durante 21
h, transcurrido el tiempo, las muestras fueron cargadas en una pre-columna de
derivatizacion automatica donde afadieron el reactivo ortoftalaldehido (OPA). El
analisis del contenido aminoacidico en cada una de las muestras fue realizado
mediante cromatografia de intercambio idnico a 440 nm para lo cual utilizaron el
analizador de aminoacidos de la serie Biochrom 30 (Biochrom, Cambridge, EE.
uu.).

Hidrdlisis secuencial de la fraccién albumina con las enzimas pepsina,

pancreatina y alcalasa

La fraccion de albumina se sometio a un proceso de digestion gastrointestinal
simulando condiciones fisioldgicas, para lo cual se siguié las metodologias
descritas por Gallegos-Tintoré y Gasca-Tuz (102,103) con algunas
modificaciones. La fraccion de albumina liofilizada se resuspendi6 al 4% (p/v) en
agua bidestilada para facilitar la disolucién, se incubé a 80°C durante 10 miny
se centrifugd a 2500 g por 10 min para eliminar trazas de restos insolubles. Para
simular las condiciones de digestion gastrointestinal el sobrenadante se incubo
a 37°C en un bafo Maria con 200 rpm de agitacion constante durante 15 min,
estas condiciones se mantuvieron durante todo el proceso, tal como se muestra

en la Figura 9.

Hidrélisis enzimatica con pepsina. La solucidn anterior conteniendo lafraccion

albumina se llevd a pH 2 con HCI 1N, la pepsina se prepard justo antes de su
adicion a la concentracion de 0,7 FIP- U/mL y se agrego a la mezcla de reaccion
manteniendo una relacion E/S de 1/20 (p/p), la digestion sedesarrollé durante
30 min, manteniendo la incubacion a 37°C con agitacién constante. Transcurrido

el tiempo, se inactivé la enzima por cambio de pH por adicion de NaOH 1N. El
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hidrolizado proteico obtenido se utilizé para continuar con el proceso digestivo

intestinal con la enzima pancreatina.

Hidrdlisis enzimatica con pancreatina. El producto de la reaccién anterior se
llevé apH 7.5, condicion necesaria para la actividad de la pancreatina. La enzima
se preparo a la concentracion de 0.35 FIP- U/mg, en una relacién E/S 1/20 (p/p),
manteniendo la incubacion a 37°C y agitacion constante durante 60 min. La
reaccion se detuvo por calentamiento a 100°C durante 10 min. El producto de

digestion se utilizo para la digestion con la enzima Alcalasa®.

Hidrdlisis enzimatica con Alcalasa®. Para este proceso se siguid la
metodologia descrita por Intiquilla y col. (22). El producto del hidrolizado proteico
con pepsina y pancreatina se llevd a pH 8.3 con NaOH 1N, se preincubd a 50°C
y se afadio la enzima Alcalasa® 2.4 U/g (proteasa de Bacillus licheniformis,
SIGMA P4860) manteniendo una relacion E/S de 1/200 (v/v) durante 120 min
bajo agitacion constante, transcurrido el tiempo la enzima se inactivd por
calentamiento a 100°C durante 10 min, luego de lo cual se centrifugd a 1000 x g
durante 20 min a 4°C, los sobrenadantes se liofilizaron en un equipo Labconco

2.4 L a—47°C y 13x10°mbar y se almacenaron a -20°C hasta su uso.

Durante todo el proceso hidrolitico se tomaron alicuotas a diferentes
tiempos, pepsina (30 min), pepsina-pancreatina (60 min), pepsina-pancreatina-
alcalasa (15, 30, 60 y 120 min). En cada caso las enzimas se inactivaron por
calentamiento a 100°C durante 10 min. Una vez inactivadas, se enfriaron y
centrifugaron a 10000 x g durante 20 min a 4°C, en cada caso las muestras se

congelaron y liofilizaron en un equipo Labconco 2.4 L a—47°Cy 13x10mbar.

Entodos los casos se evaluaron diferentes parametros para determinarla
calidad de la fraccion albumina como sustrato y las caracteristicas de los

hidrolizados proteicos obtenidos.
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Figura 9. Hidrdlisis secuencial de la fraccion albumina con las enzimas pepsina-
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Grado de digestibilidad In vitro (DPIV): Tras el proceso hidrolitico con las

enzimas pepsina y pancreatina se calculé el grado de digestibilidad /n vitro, para
lo cual se cuantifico la concentracion de proteinas de las muestras sin digerir y
tras el proceso hidrolitico, mediante el método de Bradford (104), que se
fundamenta en el cambio de absorbancia observado en una solucion acida de
colorante Coomassie® Brilliant Blue G-250, cuando se agrega a una solucién de
proteina, el colorante se une a proteinas de alto peso molecular dando como
resultado un cambio de color de un marrén rojizo a un color azul formando un
complejo proteina-colorante cuya absorbancia puede ser medida a 595 nm,
permitiendo una cuantificacion precisa del contenido de proteinade una muestra.

Para el calculo se utilizé la siguiente formula:

Proteina inicial — Proteina no digerida

= x 100
DPIV Proteina inicial

2.3.1 Determinacién del grado de hidrdlisis.
La determinacién del grado de hidrélisis se realizé segun Nielsen y col.(105) con

algunas modificaciones, las soluciones de trabajo fueron preparadas al momento
de realizar el ensayo, para lo cual se pes6 3.81 g de tetraborato de sodio, 100
mg de SDS los cuales se disolvieron en 75 mL de agua destilada mediante calor
y agitacion constante (Solucién A), luego se pesé 80 mg de reactivo OPA que se
disolvid con 2 mL de etanol absoluto (Solucién B). Se mezclaron ambas
soluciones (A 'y B), se afadié 176 mg de 3-mercaptoetanol y se aforé a 100 mL
con agua destilada, homogenizandolo bien para obtener la mezcla reactivade
OPA final.

Se preparo una curva de calibracion utilizando diferentes volumenes de
una dilucion 1:10 (v/v) de la solucion L-serina al 1.22% (p/v) o diluciones 1:50 de
las muestras en estudio (HP, HPP, HPPA a diferentes tiempos 15, 30, 60, 90 y
120), se tomo6 100 pL de cada solucion y se mezcld con 750 pL de la mezcla
reactiva OPA, se agité en un vortex durante 5 sy se incub6 2 min a temperatura
ambiente. Para la lectura se tomé 200 yL de cada mezcla reactiva que se llevo
a una placa multipocillo para ser leidos a 340 nm en un lector de microplaca
Infinite PRO M200 (TECAN). Las absorbancias obtenidas se relacionan de forma
directamente proporcional con la concentracion de los grupos aminos libres

presentes en cada muestra, los valores fueron interpolados en la curva de
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calibracion de L-serina, para determinar el porcentaje del grado de hidrdlisis

(%GH) se utilizo la siguiente férmula:

% GH = x 100

tota

h: concentracién de grupos aminos libres de cada muestra.

h totai: NUMero total de grupos aminos libres por equivalente proteico.

El hidrolizado total de la fraccién albumina se obtuvo mediante una
hidrolisis acida con HCI 6N (1:100 v/v) durante 6 h a 150°C, seguidamente se
determind el numero total de grupos aminos libres segun la metodologia descrita

anteriormente.

2.3.2 Electroforesis de proteinas en geles de poliacrilamida SDS — PAGE.
El perfil electroforético del CP, la fraccién de albumina y sus hidrolizados se

visualizaron en geles de poliacriamida SDS-PAGE bajo condiciones
desnaturalizantes. Se utilizaron geles de poliacrilamida al 10% y 12% con dodecil
sulfato de sodio, siguiendo la metodologia de Laemmli (106), cada gel se prepard
en dos partes para obtener el gel de separacion y el de empaquetamiento con

las siguientes soluciones de trabajo:

e Solucion A: Solucion de acrilamida-bisacrilamida (30%-0.8%)

e Solucion B: Tris-HCI 1.5 M pH 8.8 con 0.4% SDS

e Solucion C: Tris-HCI 0.5 M pH 6.8 con 0.4% SDS

e Persulfato de amonio (APS) 10%

e Tampodn de electroforesis: Tris-HCI 25 mM pH 8.3, glicina 192 mM, SDS
0.1%

e Tampodn de carga 5X: Tris-HCI 312.5 mM pH 6.8, glicerol 25%, SDS 10%,
B-mercaptoetanol 4.5%, azul bromofenol 0.02%.

e Colorante azul de coomassie

e Solucion decolorante: metanol: acido acético glacial (10%)

Los reactivos y volumenes para la preparacion de los geles de
poliacrilamida que se utilizaron se presentan en la Tabla 8.
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Tabla 8 Protocolo para la preparacién de geles de poliacrilamida SDS-PAGE

Gel de Gel de Gel de
Solucion empaquetamiento separacion separacion
(5%) (10%) (12%)
Agua destilada 2.3 mL 417 mL 3.5mL
Solucién A 670 uL 3.33 mL 4 mL
Solucion B - 2.5 mL 25mL
Solucién C 1mL - -
APS 10% 30 uL 50 pL 50 pL
TEMED 5L 10 L 10 L

Los geles se prepararon en dos fases, una vez polimerizado el gel de
separacion aproximadamente durante 45 min se afadio los reactivos para el gel
de empaquetamiento donde se formaron los pocillos para la adicién de las
muestras.

Se tomé 10 ug de proteina de cada muestra y se mezcloé con el tampon
de carga hasta la concentracion final de 1X, se calenté a 100°C durante 4 min,
luego las muestras se enfriaron y cargaron en los pocillos correspondientes del
gel de empaquetamiento, previamente preparado. Como estandar se cargé 5
ML de marcador de peso molecular marca SeeBlue™ Plus2 Prestained
(Invitrogen LC5925). La corrida se realiz6 en una camara de Bio-Rad
MiniProtean Cell, a un voltaje inicial de 100 mV durante 6 min y luego a 200 mV
por 45 min adicionales. Para colorear las bandas de proteinas, se retiraron los
geles de la camara de electroforesis, se lavaron con abundante agua destilada
hasta eliminar los residuos de tampdn y se incubaron en la solucién colorante
de azul de Coomassie durante 1 h con agitacién constante, posteriormente se
decoloré el gel con metanol: acido acético (10%) hasta observar un fondo

completamente transparente.
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2.4 Determinacion de la actividad biolégica de los hidrolizados obtenidos

sobre diferentes dianas relacionadas con ECNT mediante métodos In vitro.

2.4.1 Evaluacion de la actividad antioxidante.

Método de captacion de radical ABTS+

La evaluacion de captacion del radical acido 2,2-azinobis-(3- etilbenzotioazolin-
6-sulfénico) (ABTS™) se realizo siguiendo las metodologias descritas por Rey
col. y Carbonel (107,108). La técnica se fundamenta en la cuantificacion de la
decoloracion del radical ABTS™, debido a la interaccion con especies donantes
de hidrogeno o de electrones (109). El radical cationico ABTS™ es un cromoéforo
que absorbe a unalongitud de onda de 734 nm y se genera por una reaccion de
oxidacién del ABTS con persulfato de potasio teniendo un rango de coloracion
verde-azulada con un maximo de absorcion a 415 nm y una serie maximos
secundarios de absorcion a 645, 660, 734, 815y 820 nm (110), los cuales se
pueden cuantificar para evaluar la capacidad antioxidante de diferentes
muestras.

La solucion reactiva ABTS™ se preparo con la debida antelacion a la
realizacion del ensayo, para ello se mezcldé una solucién de reactivo ABTS+
(acido 2,2' azinobis-3-etilbenzotiazolina-6- sulfénico, SIGMA) con persulfato de
potasio, a una concentracion final de 7 mM y 2.45 mM respectivamente, la
solucion final se refrigeré en un cuarto oscuro durante 16 h para generar la
activacion del radical ABTS™. Luego del tiempo transcurrido, la solucién se diluyo
con etanol 96° hasta obtener una absorbancia de 0.7 a 734 nm con blanco de
agua.

Las muestras liofilizadas se pesaron y resuspendieron hasta obtener una
concentracion stock de 10 mg/mL de proteina, a partir de las cuales se
prepararon diferentes diluciones de cada muestra. La curva de calibracion se
realizé usando como estandar una solucion etandlica de Trolox 2 mM en un
rango de concentraciones de 2 — 25 yM. Para el ensayo se utilizé 20 pL de cada
muestra o estandar y se adicioné 980 uL de solucion reactiva ABTS™ a cada
una, se homogenizoé y dejo en oscuridad durante 7 min, transcurrido el tiempo se
realizaron las lecturas en un espectrofotometro marca Ependorf a 734 nm

utilizando agua como blanco.
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Los resultados de cada muestra fueron expresados en TEAC (umol de
Equivalente de Trolox/mg proteina); los cuales se obtuvieron al calcular la
pendiente de la ecuacion de la recta de cada muestra dividida sobre la pendiente
de la curva de calibracion del Trolox; y en ICso del radical ABTS™ el cual se

determiné mediante la ecuacion de la recta de cada muestra:
0.5—b
N

IG5 =

Dénde:
b: punto de interseccion

m: pendiente

Ensayo de capacidad de absorcion del radicales de oxigeno (ORAC-FL)

Para la evaluacion de la actividad antioxidante de las muestras se midid
la capacidad de absorcién de radicales de oxigeno también denominado Oxygen
Radical Absorbance Capacity (ORAC-FL) para lo cual se siguio la técnica
reportada por Hernandez-Ledesma y col. (111) con algunas modificaciones. El
método se fundamenta en la capacidad de generacion de radicales peroxilo por
descomposicion térmica de un radical iniciador, el AAPH, que libera un radical
peroxilo (ROO-). Una vez generado este radical, el antioxidante cede un
hidrogeno a los radicales peroxilos libres. Los radicales reaccionan degradando
la molécula de FL y formando un compuesto no fluorescente, provocando un
descenso enlafluorescencia. Por lo que al final de las reacciones se lleva a cabo
una comparacion entre el descenso en la fluorescencia producida en presencia
y en ausencia del antioxidante a lo largo del tiempo (112).El resultado se obtiene
calculando el area bajo la curva (AUC) que representa la cinética de la reaccion,
incluyendo el tiempo de latencia, la velocidad inicial y el alcance total de la
inhibicion y permite la comparaciéon entre los antioxidantes con o sin fase de
latencia (113). El descenso de la fluorescencia a lo largo del tiempo producida
por el compuesto antioxidante se compara con el producido por el Trolox, que se
utiliza como patron, expresandose los resultados en equivalentes de Trolox (ET)
por cantidad de muestra (valor ORAC).

Previo a realizar el ensayo las muestras liofilizadas se pesaron y

resuspendieron en agua a una concentracion de 5 mg/mL de proteinas, estas se
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diluyeron en diferentes proporciones de 1:25, 1:50, 1:75, 1:100, 1:200, 1:400 y
1:600 (v/v). Se realizé una curva de calibracion con diferentes volimenes de una
solucién etandlica stock de Trolox 0.5 mg/mL preparado en el momento (Anexo

4), tal como se indica en la Tabla9.

Tabla 9. Preparacién de la curva de calibracion expresado en pymol Trolox

Factor de Trélox 0.5 H:0 umol Trolox /
Dilucion (FD) mg/mL (uL) (uL) pocillo
100 10 990 0.0005
50 20 980 0.0010
33 30 970 0.0015
25 40 960 0.0020
20 50 950 0.0025
17 60 940 0.0030
14 70 930 0.0035

En una placa multipocillos se adicion6 25 pyL de muestra o estandarcon
150 pL de Fluoresceina 45 nM (sustrato fluorescente) preparada al instante a
partir de una solucién stock de Fluoresceina 2 mM, la mezcla se incubd durante
30mina 37°C. Luego, se agrego 25 pL de 2,2’-azobis (2-methylpropionamidine)
dihydrochloride (AAPH) 96 mM preparado en buffer fosfato de potasio 75 mM pH
7.4. La fluorescencia fue leida cada 2 min a 37°C durante 120 min en un lector
de microplaca Infinite PRO M200 (TECAN) a una longitud de onda de emisién y
excitacion de 520 y 485 nm, respectivamente.

Los resultados se expresaron en base al TEAC (umol de Equivalente al
Trolox / mg proteina); el cual se determiné mediante la division de las pendientes
de la ecuacion de la recta de la muestra sobre el estandar en funcién al calculo

del area bajo la curva neto (AUC neto) ¥ la concentracion del antioxidante.
i=60
f;
AUC =1+ =2 —=<
R O
1=
Dénde:
AUC: Area bajo la curva
fo: fluorescencia inicial en el tiempo 0.

fi: fluorescencia medida en funcion al tiempo i.
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El calculo del AUC neto se realizé restando el AUC determinada con el AUC
del blanco de reaccién (reemplazando el volumen de la muestra por buffer fosfato
de potasio 75 mM pH 7.4)

AUCNeto = AUCantiosidante _AUCbSanco

2.4.2 Evaluacion de la actividad antihipertensiva

Actividad inhibitoria de ECA

La actividad inhibitoria de la ECA se evalu6 siguiendo la metodologia de Hayakari
y col. (114) con algunas modificaciones. La ECA de pulmén de conejo (SIGMA
AB6778), se resuspendio con 200 pyL de tampdn borato 150 mM, NaCl 0.3 M, pH
8.3 y 50 yL de glicerol y se almaceno en alicuotas a -20°C hasta su uso. Como
sustrato se utilizé el Hipuril Histidil Leucina (HHL, SIGMA H1635), se disolvio en
tampén borato 150 mM, NaCl 0.3 M, pH 8.3, para obtener una concentracion
final 10 mM. Las muestras liofilizadas fueron llevadas a 5 mg/mL de proteina, de
las cuales se prepararon diversas diluciones para evaluar su actividad inhibitoria.

La reaccion se realizé en tubos de 0.5 mL a un volumen de mezclafinal
de 200 L, conteniendo 1mU de enzima, 1.25 mM de HHL y 20 uL de la muestra
en tampon borato 150 mM, NaCl 0.3 M, pH 8.3. La enzima y el inhibidor se pre
incubaron durante 10 min a 37°C, una vez transcurrido ese tiempo se adiciono6
el sustrato, para ser incubado a 37°C durante 60 min. Al finalizar el tiempo de
reaccion, la enzima se inactivé a 100°C durante 10 min, luego se adicion6 a cada
reaccion 100 pL de solucion de Tricloro — 5 - Triazina (TT) en dioxano al 3%, se
agité vigorosamente hasta que se clarifique la reaccién y se centrifugé a 1000 g
durante 10 min. Las soluciones finales se transfirieron a una placa multipocillos
para serleidas a 382 nm en un lector de microplaca Infinite PRO M200 (TECAN).
Los resultados se expresaron en porcentaje de Inhibicion ECA mediante la

siguiente formula:

% Inh ibicion ECAE = (A actividad Anuectra/A actividad ) x 100
enziNatica enziNatica

La actividad enzimatica se determind reemplazando el volumen

equivalente de la muestra por tampén borato 150 mM, NaCl 0.3 M, pH 8.3; como
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control positivo se utilizé 20 uL de Captopril 0.5 uM y el blanco de cada muestra

se determiné reemplazando la enzima por tampon.

2.4.3 Evaluacion de la actividad hipoglucemiante

Actividad inhibitoria de a- glucosidasa

Este ensayo se realizo siguiendo la metodologia de Johnson y Liu (115,116) con
algunas modificaciones. Se preparo la solucién buffer fosfato 0.1 MpH 6.9 donde
se disolvidé la enzima a- glucosidasa de Saccharomyces cerevisiae (SIGMA
G5003) a una concentracion final de 2 U/mL. Instantaneamente se preparé una
solucién de 4-Nitrophenyl a-D-glucopyranoside 5mM (en solucion buffer fosfato
0.1 M pH 6.9) el cual cumplio la funcion de sustrato. Las muestras liofilizadas se
solubilizaron en buffer fosfato 0.1 M pH 6.9 y se llevaron a 5 mg/mL de proteina,
de las cuales se usaron 30 ug de proteina para evaluar su actividad inhibitoria.
Las reacciones se llevaron a cabo en una placa multipocillos con un
volumen final de 200 uL, primero se mezclaron 10 mU de a- glucosidasa con 10
ML de cada muestra en solucién buffer fosfato 0.1 M pH 6.9, la placa se pre
incubd durante 20 min a 25°C, luego se adiciond el sustrato a una concentracion
final de 250 uM y se incubd a 25°C. La reaccion enzimatica fue monitoreada
realizando lecturas cada 2 min por 30 min en un lector de microplaca Infinite PRO
M200 (TECAN) a 405 nm. Las absorbancias fueron expresadas en porcentaje

de Inhibicion a- glucosidasa utilizando la siguiente formula:

% Inh 1bicion o—glucosidasa (A actividad ANuectra/A actividad ) x 100
enziNatica enziNatica

La actividad enzimatica se calculé reemplazando el volumen equivalente
de la muestra por solucion buffer fosfato 0.1 M pH 6.9; como control positivo se
utilizé 20 pL de inhibidor Acarbosa 10 mM y el blanco de cada muestra se calculé

reemplazando la enzima por la solucion buffer.

Actividad inhibitoria de a- amilasa

La actividad inhibitoria a- amilasa se llev6 a cabo siguiendo la metodologia de

Singla y Subramanian (117,118) con ligeras modificaciones. La enzima a-
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amilasa de pancreas porcino Tipo VI-B (SIGMA A3176) se resuspendié en
solucién buffer fosfato 0.1 M pH 6.9 a una concentracion de 80 U/mL y se
centrifugd a 1000 g durante 7 min, se separé el sobrenadante y se mantuvo en
un cuarto frio hasta su uso. Se pes6 50 mg de almidén y se llevé a coccion en
10 mL de agua destilada durante 5 min, para ser utilizado como sustrato. Las
muestras liofilizadas fueron resuspendidas en buffer fosfato 0.1 M pH 6.9 y se
llevaron a 5 mg/mL de proteina, de las cuales se usaron 30 ug de proteina para
evaluar su actividad inhibitoria.

En tubos de 1 mL se mezclé 800 mU de enzima con 10 uL de muestra, se
pre incubaron a 37°C por 20 min, se agrego 50 pL de almidén 0.5% y se incubd
a 37°C durante 30 min. Transcurrido el tiempo se agregé 100 uL a cada tubo de
reactivo DNS (1% 3,5-dinitrosalicylic acid, 30 % Tartrato Na-K en 0.4 mol L
NaOH) preparado segun lo describe Bello y col. (119) con agitacién vigorosa, la
reaccion se detuvo llevando las muestras a 100°C por 10 min. Las muestras se
enfriaron a temperatura ambiente y se adicion6é 200 uL de cada tubo en una
placa multipocillo para ser leidas a 540 nm en un lector de microplaca Infinite
PRO M200 (TECAN). La actividad inhibitoria se expresé en funcién al porcentaje

de inhibicidén a- amilasa de cada muestra usando la siguiente ecuacion:

% Inh 1bicion ., .. = (A — Anuectra/A actividad ) x 100

actividad enziNatica

enziNatica

La actividad enzimatica se calculé reemplazando el volumen de muestra
por buffer fosfato 0.1 M pH 6.9, para el control positivo se utilizé 10 uL de
Acarbosa 10 mM y como blanco se reemplazé el volumen de la enzima por

solucién buffer.

Actividad inhibitoria DPP4

La actividad inhibitoria DPP4 fue evaluada usando el DPP4 Inhibitor Screening
Kit MAK203 (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA) con algunas modificaciones de
las instrucciones del kit. Previamente, los reactivos del kit se centrifugaron a 1000
g durante 10 segundos. La enzima y el sustrato (H-Gly-Pro conjugado a amino
metilcumarina (AMC)) se diluyeron en una proporcion de 1:10 y 1: 5,

respectivamente, en buffer del kit (20 mM Tris-HCI, pH 8.0, conteniendo 100 mM
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NaCl, y 1 mM EDTA). Las muestras se resuspendieron en buffer del kit a una
concentracion de 5 mg/mL de proteina.

La reaccion se llevo a cabo en una placa multipocillo, conteniendo 5 L
de la solucion enzimatica y 10 yL de muestra en buffer a un volumen final de 95
ML, se pre incubd a 37°C durante 10 min, protegiendo la microplaca de laluz. La
reaccion inicid al agregar 5 uL de sustrato a cada pocillo, se midi6 la
fluorescencia cada 2 min durante 30 min a 37°C en un lector de microplaca
Infinite PRO M200 (TECAN), a una longitud de onda de excitacién y emision de
360 y 460 nmm respectivamente. Para la determinacion del porcentaje de

inhibicion DPP4 se trabajé con la siguiente formula:
% Inh ibiCiénDpp4 = (FLU actividad FLUNuectra/FLU actividad ) < 100
enziNatica enziNatica

La actividad enzimatica se calculé reemplazando el volumen de muestra
por buffer del kit, como control positivo se utilizé 25 uL de una dilucion 1:100 del

inhibidor Sitagliptina que proporciono el kit.

2.4.4 Evaluacion de la actividad hipolipemiante

Actividad inhibitoria de lipasa pancreatica

El ensayo de actividad inhibitoria de lipasa pancreatica se realizé segun las
metodologias descritas por Dolenc y Gupta (120,121) con algunas
modificaciones. Previo al ensayo se preparé 100 mL de solucion bufferfosfato
de sodio 50 mM pH 8, el cual nos sirvié para preparar 25 mL de dos soluciones
nombradas como buffer de reaccion | y buffer de reaccion Il, conteniendo
deoxicolato de sodio 50 mM y deoxicolato de sodio 50 Mm con CaCl> 0.2 mM
respectivamente. La lipasa pancreatica de pancreas porcino Tipo li (SIGMA
L3126) se re suspendio al 10% (p/v) en buffer de reaccion |, se centrifugd a 1000
g por 5 min y se almaceno el sobrenadante en hielo hasta su uso. Se disolvio 4-
Nitrophenyl palmitato (sustrato) en isopropanol para tener una concentracion de
10 mM, se realizé una dilucion 1:20 en buffer de reaccion | al momento de realizar
el ensayo. Las muestras liofilizadas se llevaron a 5 mg/mL de proteina con agua
bidestilada y en el ensayo se utiliz6 30 ug de proteina. Se utilizé6 una placa
multipocillo, donde cada reaccion contuvo 5 UL de enzima, 10 uL de muestra,

0.125 mM de 4-Nitrophenyl palmitato en buffer de reaccién I, a un volumen final
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de 200 uL. Luego de adicionar la enzima a las muestras, se preincubaron a 37°C
durante 20 min, la reaccion inicio al adicionar el sustrato y se monitore6 cada 2
min durante 60 min a 37°C en un lector de microplaca Infinite PRO M200
(TECAN) a 405 nm. Las absorbancias fueron restadas con el blanco de cada
muestra y se expresaron en porcentaje de Inhibiciéon de lipasa pancreatica

mediante la siguiente formula:

% Inh ibicidn ipsa = (Aactividad — Anuectra/A actividad ) x 100
pancreatica enziNatica enziNatica

La actividad enzimatica se calculdé reemplazando el volumen de la
muestra por buffer de reaccién Il y como control se utilizé una solucion de Orlistat
0.5 uM.

2.5 Analisis estadistico

Todos los ensayos se realizaron por triplicado y en tres experimentos diferentes.
Los resultados se expresaron en funcion de la media + error estandar. Se realiz6
elanalisis de varianza (ANOVA) de unavia seguido del testde Student-Newman-
Keuls de comparacion multiple. Se consideraron significativos valores de p<0.05

utilizando el programa informatico SigmaPlot 12.0
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lll. RESULTADOS
3.1 Caracterizacion nutricional y bioquimica de lafracciéon de albumina

de pajuro

Determinacion del contenido proteico

Se analizaron muestras de semillas de pajuro proveniente de la ciudad de
Trujillo, La Libertad, recolectada en agosto de 2016. El contenido proteico
se determiné en harina, CP y fraccién albumina de las semillas de pajuro,
obteniendo valores de 19.8, 69.22 y 74.8%:; respectivamente.

Para el aprovechamiento de las proteinas vegetales es importante elegir
métodos que faciliten su extraccién y concentracion, se puede apreciar que
el método de precipitacion isoeléctrica incrementd en mas de 3 veces la
concentraciéon de proteinas presentes en la harina; este método requiere
un procesamiento de varios pasos. Sin embargo, la fraccion albdmina se
aislé directamente a partir de la harina de pajuro, gracias a su solubilidad
en agua y concentro las proteinas de forma similar, en mas de 3 veces a la

proteina inicial.

Determinacién del contenido de aminoacidos

En el presente estudio se determiné el contenido de aminoacidos
esenciales en la harina, CP y fraccién albumina de pajuro, se utilizé el
método de hidrdlisis acida, por tal motivo no se pudo determinar el
contenido de Triptéfano, los resultados se presentan en la Tabla 10. se
puede apreciar que el contenido de aminoacidos esenciales (AAE) de la
harina de pajuro se encuentra por debajo a los recomendados por la FAO,
sin embargo, se destaca que tras el proceso de concentracion de proteinas
estos valores se pueden incrementar, en el CP se resalta el contenido de
Phe + Tyr (7.9 £ 0.135 g/ 100 g proteina) y Met + Cys (2.776 £ 0.153 g/100
g proteina) que superan los recomendados por la FAO. En la fraccion de
albumina se resalta el contenido de Phe+Tyr (8.56 + 0.258 g/ 100 g
proteina), que superan los requerimientos de la FAO, en el caso de Met +
Cys y Thr, tenemos valores de 2.451+ 0.066 y 2.34 + 0.118 g/ 100 g

proteina), respectivamente, muy cercanos a los requerimientos de la FAO.
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Tabla 10. Aminograma de harina, CP y la fraccion albumina de pajuro

Aminoacido

(g aminoacidos / 100 g proteina)

Harina CP Albumina FAO
Esenciales
Lys 2.063+0.178 3.496 +0.236 3.804 +0.135 5.2
Trp n.d. n.d. n.d. 0.7
Phe 1.977 £0.189 4.275+0.189 4.571 +0.396 4.62
Tyr 1.225+0.105 3.677 £0.080 3.991 +£0.119
Met 0.378 £0.028 0.953 £ 0.007 0.819 £0.072 2.6°
Cys 0.887 £0.032 1.823 £ 0.298 1.632 £ 0.060
Thr 1.186 + 0.092 2.158 + 0.339 2.340 £ 0.142 2.7
Leu 2.676 +0.237 5.262 + 0.242 5.632 £ 0.200 6.3
lle 1.163 £ 0.079 2.157 £ 0.097 2.340+0.118 3.1
Val 2114 +£0.127 3.527 £ 0.237 3.449 + 0.046 4.2
No esenciales

Asp° 4.781 £ 0.366 7.762 +0.435 8.288 + 0.091
Glu® 5.500 + 0.552 9.714 £ 0.819 10.429 + 0.028
Ser 2.241+0.174 4.035 +0.346 4413 +£0.119
His 1.500 £ 0.112 1.487 £ 0.051 1.456 + 0.067
Arg 1.503 £ 0.090 2.765 + 0.291 3.232+0.173
Ala 1.682 + 0.151 2.530 £ 0.090 2.665 + 0.036
Pro 2.187 £0.276 3.501 £ 0.060 3.864 £0.188
Gly 1.689 +£0.113 2.787 £0.079 3.075+0.023

n.d.: no determinado; a Phe + Tyr; b Met + Cys. C Asp + Asn, d Glut + GIn. Los resultados
corresponden al promedio de dos determinaciones

Los resultados se presentan en la Tabla 11, se puede observar que la
fracciéon albumina tras la hidrolisis con pepsina presentd un 52.60 £1.4%
de DPIV, al afadir la enzima pancreatina este valor se incrementd hasta
83.5 1 1.82 % y continu6é aumentando hasta alcanzar un 98.2 + 0.55 % tras
la adicion de la enzima alcalasa a los 120 min de hidrdlisis.

Tabla 11. Grado de Digestibilidad /n Vitro de la fraccién albamina de pajuro sin digerir y

tras la hidrolisis secuencial con pepsina (HP), pancreatina (HPP) y alcalasa (HPPA) a
diferentes tiempos

Proteinas

MUESTRAS % Proteinas DPIV
(mg/mL)
Albumina 29.926 + 4.063 100 0
HP 13.369 + 1.55 46.7+1.3 5260+ 1.4
HPP 3.379 £ 1.854 16.5+ 1.82 83.5+1.82
HPPA15 1.463 + 0.291 4.89+0.16 954+04
HPPA30 1.314 £ 0.295 4.37 £0.19 95.9£0.27
HPPA60 0.956 £ 0.176 3.21+05 97 £ 0.06
HPPA120 0.598 £ 0.165 1.92 +0.65 98.2+0.55
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DS-PAGE
En la Figura 10 se muestra el perfil electroforético de 10 pug de la fraccion
albumina (carril 2) de pajuro, en paralelo se puede visualizar el perfil de
todas las fracciones proteicas presentes en el CP de pajuro, se observa
que la fraccion albumina estudiada presentd bandas entre 50 kDa y 14 kDa,
tres bandas bien definidas entre 20 y 14 kDa, y dos ligeras bandas entre 10
a 6 kDa, las cuales al ser comparadas con las bandas del CP (carril 1) no

presenta diferencia alguna.

17

14

Figura 10. Perfil electroforético de la fraccién albimina de pajuro mediante SDS- PAGE. Carril 1:
Concentrado proteico. Carril 2: Fraccion albumina MP: Marcador de Proteinas SeeBlue™ Plus2
Prestained marca INVITROGEN™

Cleni Teodora Palma Albino 56



3.2 Hidrdlisis enzimatica de la fracciéon albumina de pajuro.

I Hidrolisi
En la Figura 11 se presentan los resultados obtenidos, se puede observar
que tras la hidrdlisis con pepsina (HP), durante 30 min el GH fue de 1.23 %
1.36 %, valor que se incrementé a 7.81 = 2.49 %, con exposicion a
pancreatina durante 60 min (HPP). Adicionalmente se utilizé la enzima
microbiana Alcalasa®, de forma secuencial, durante los primeros 15 min, el
GH, se observé un incremento de hasta 4 veces con respecto a HPP,
alcanzando un valorde 31.94 + 1.604 %, este valor se incrementé a medida
que transcurria el tiempo de exposicion con la enzima, alcanzado su valor

maximo a los 120 min con un valor de GH de 60.20 + 6.76 %.

80

Grado de Hidrdlisis (%)

0 ! ; : ; E :
HP HPP  HPPA 15 HPPA 30 HPPA 60 HPPA 120

Figura 11. Porcentaje del grado de hidrdlisis de la fraccion albumina de pajuro sin digerir y
tras la hidrdlisis secuencial con pepsina (HP), pancreatina (HPP) y alcalasa (HPPA) a
diferentes tiempos.
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Analisis del perfil proteico de los hidrolizados de la fraccién albumina
juro median DS-PAGE

En la Figura 12 se presenta el perfil electroforético de 10 pug de los
hidrolizados proteicos de la fraccidén albumina de pajuro. Se observa que las
bandas de alto peso molecular (198 — 17 kDa) de la fraccion albumina (carril

2) van atenuandose tras la hidrolisis con pepsina y pancreatina (carril 3 y 4).
Al adicionar la alcalasa, la hidrélisis incrementd, se observa una reduccion
de la banda de 15 kDa en los primeros 15 min tras la exposicion con esta
enzima (carril 5) que conllevo a una mayor liberacion de péptidos de bajo
peso molecular, quedando bandas tenues menores a 15 kDa, resistentes a
ser hidrolizadas, que persistieron hasta el tiempo final de la hidrélisis (carril
8).

(kba)  MP 1 2 3 4 5 6 7 8
198 = i ,”~ e e e A A . i el i e A e e 4
9g T \
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Figura 12. Perfil electroforético (SDS- PAGE) de la fraccién albumina pajuro tras la hidrolisis
enzimatica secuencial con pepsina (HP), pancreatina (HPP) y alcalasa (HPPA). Carril 1: CP,
carril 2: albumina sin digerir y tras la hidrdlisis secuencial con, Carril 3: Pepsina, Carril 4:
Pancreatina y Carril 5, 6, 7, 8 alcalasa, a 15, 30, 60 y 120 min, respectivamente. MP:
Marcador de Proteinas SeeBlue™ Plus2 Prestained marca INVITROGEN™.

3.3 Determinacion de las actividades biolégicas de los hidrolizados
obtenidos sobre diferentes dianas relacionadas a las ECNT mediante

métodos In vitro.
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Evaluacion de la actividad antioxidante

La actividad antioxidante de la fraccién albumina y sus hidrolizados se evalu6
mediante dos métodos, descritos anteriormente. En la Figura 13 se muestra
los valores del ensayo ABTS, expresados en TEAC (umol Equivalente de
Trolox/mg de proteina), se observa que los valores de la fraccion albumina
no presentaron diferencia significativa (p < 0.05) respecto al CP. En la
fraccion albumina sin hidrolizar se detectdé un TEAC de 0.266 + 0.003,
actividad que disminuy® tras la hidrdlisis con la enzima pepsina, sin embargo,
tras la incorporacion de la pancreatina la actividad antioxidante mejoro,
alcanzando un TEAC de 0.439 + 0.008 umol ET/mg proteina, valor continué
incrementandose significativamente tras 60 y 120 min de exposicion con la
enzima microbiana Alcalasa®, obteniendo valores de TEAC de 1.509 £ 0.091
y 1.373 £ 0.040 pmol ET/mg proteina, respectivamente, estos resultados
fueron estadisticamente significativos comparados con la albumina sin
hidrolizar (p < 0.05).

Actividad antioxidante ABTS+

1.8

1.6
1.4
=
s 124
% ’ . CP
o [ Albimina
1.0 4 1 HP
o
E @ HPP
i 08- @ HPPA 15
(‘3’ W HPPA 20
< 0.6 - S HPPA 60
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0.4 -
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Figura 13. Actividad antioxidante ABTS+ expresado en TEAC (umol Equivalente de
Trolox/ mg proteina) donde 1: C.P. 2: Albumina. 3: HP. 4: HPP. 5: HPPA 15. 6: HPPA 30.
7: HPPA 60. 8: HPPA 120. *p<0.05 vs C.P., **p<0.05 vs Albumina (Test Student-
Newman-Keuls)
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En la Figura 14 se representa los valores del ensayo ORAC-FL para el CP,
la fraccion albumina y sus hidrolizados proteicos. Se observa que los
valores de este método presentaron un comportamiento similar al ensayo
ABTS, inicialmente la fraccién albumina presenta un TEAC de 0.802 %
0.103 ET/mg proteina, valor que incrementa hasta un 30 % tras la hidrodlisis
con pepsina y continia aumentando al entrar en contacto con la enzima
pancreatina, 2.102 + 0.180 ET/mg proteina. Al incorporar la enzima
Alcalasa® la actividad antioxidante se incrementa de manera significativa
(p < 0.05) respecto a la fraccidon albumina sin hidrolizar (0.802 £ 0.103
ET/mg proteina) alcanzando su maximo valor, 2.844 £ 0.197 pymol ET/mg

proteina, en el hidrolizado HPPA 120, a los 120 min de hidrdlisis.

Actividad antioxidante ORAC-FL
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Figura 14. Actividad antioxidante ORAC-FL expresado en TEAC (umol Equivalente de
Trolox/ mg proteina) donde 1: C.P. 2: Albumina. 3: HP. 4: HPP. 5: HPPA 15. 6: HPPA 30. 7:
HPPA 60. 8: HPPA 120. *p<0.05 vs C.P., **p<0.05 vs Albumina (Test Student-Newman-
Keuls)

Evaluacion de la actividad antihipertensiva

En la Figura 15 se muestra los valores de la evaluacién de la actividad
antihipertensiva de la fraccion albumina de pajuro y sus hidrolizados a la
concentracion de 100 ug/mL de proteina, los resultados se expresados

expresaron, expresados en porcentaje de inhibicion, en relacidén con la
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actividad enzimatica de ECA que representa el 100%, se utilizé como control
positivo el Captopril 0.5 uM. Se observo que el CP y la fraccion albumina no
presentaron actividad inhibitoria ECA, sin embargo, tras la hidrélisis con
pepsina se evidencié una inhibicion de 13.451 + 1.88 %, valor que se
incremento, tras la hidrdlisis con pancreatina, a 20.849 + 10.64 %. Este
efecto mejoro significativamente (p < 0.05) con la hidrélisis secuencial de la
enzima Alcalasa®, en todos sus tiempos de reaccion, destacando que la
mejor actividad inhibitoria se evidencio en el hidrolizado HPPA 120 con
83.600  0.09 % de inhibicion y ICso de 50.654 + 1.620 pg/mL.

Actividad inhibitoria ECA
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Figura 15. Actividad inhibitoria ECA expresada en porcentaje de inhibicién (%) a la
concentracion de 100 ug/mL de las diferentes muestras. 1: C.P. 2: Albumina. 3: HP. 4: HPP.
5: HPPA 15. 6: HPPA 30. 7: HPPA 60. 8: HPPA 120. 9: Captopril *p<0.05 vs C.P., **p<0.05
vs Albumina (Test Student-Newman-Keuls)

Evaluacién de la actividad hipoalucemiante
En la Figura 16 se muestra la actividad inhibitoria de la enzima DPP4 del CP,

la fraccion albumina y sus hidrolizados a una concentracion de 300 pyg/mL
cada uno expresados en porcentaje de inhibicidn. Se observa que en el CP
y la fraccion albumina no se detectd actividad inhibitoria, esta actividad
aparece tras la hidrdlisis con pepsina, con un valor de 16.159 *+ 14.765 %,
porcentaje que incrementa 2 veces mas tras la adicion de la pancreatina,

alcanzando el 35.731 +13.451 % de inhibicién. La mayor actividad inhibitoria

Cleni Teodora Palma Albino 61



se resalta tras la hidrélisis con Alcalasa® siendo cuatro veces mayor a la
inhibicion presente en el hidrolizado HP, alcanzando un mayor porcentaje de
inhibicion en el hidrolizado HPPA 120 (p <0,05) 64.810 £ 5.309 % y ICso de
230.57 £ 6.759 pg/mL.

Actividad inhibitoria DPP4
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Figura 16. Actividad inhibitoria DPP4 expresada en porcentaje de inhibicion (%) a la
concentracion de 300 ug/mL de las diferentes muestras. 1: C.P. 2: Albumina. 3: HP. 4: HPP.
5: HPPA 15. 6: HPPA 30. 7: HPPA 60. 8: HPPA 120. 9: Sitagliptina. *p<0.05 vs C.P.,
**p<0.05 vs Albumina (Test Student-Newman-Keuls)

En la Figura 17 se representa la actividad inhibitoria de las enzimas o—
glucosidasa y a— amilasa del CP, fraccién albumina y el hidrolizado HPPA
120 auna concentracion de 150 ug/mL de proteina, expresado en porcentaje
de inhibicidn. Se observa que las tres muestras presentaron una inhibicion
de 15.9£4.05,22.8 £6.85y 14.596 + 1.316 %, respectivamente, sobre la
enzima a—glucosidasa. Valores que no fueron significativos entre si, a
diferencia del control positivo Acarbosa 1mM (87.444 = 1.613 %). Para la
evaluacion de la actividad inhibitoria a—amilasa, en el CP no se detecto
actividad inhibitoria, en la fraccién albumina y el hidrolizado HPPA 120 se
presentd una ligera actividad inhibitoria, 1.609 £ 0.184 y 6.061 + 1.609 %,

respectivamente, la cual no presento diferencia significativa entre si.
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Figura 17. A: Actividad inhibitoria a-glucosidasa expresada en porcentaje de inhibicion (%)
a la concentracion de 150 ug/mL de las diferentes muestras. 1: CP, 2: Albumina, 3: HPPA
120, 4: Acarbosa 1 mM. y B: Actividad inhibitoria a-amilasa expresada en porcentaje de
inhibicién (%) a la concentracién de 150 ug/mL de las diferentes muestras. 1: CP, 2:
Albumina, 3: HPPA 120, 4: Acarbosa 0.5 mM.

Evaluacion de la actividad hipolipemiante
La evaluacién de la actividad hipolipemiante se realizé en el CP, la fraccién
albumina y el hidrolizado HPPA120 a 150 pug/mL cada una, expresado en
porcentaje de inhibicion enzimatica. No se detectd actividad inhibitoria en
ninguna muestra, comparadas con el control positivo Orlistat 25 nM con
65.915 £ 2.825 % de inhibicidn de lipasa pancreatica.

En la Tabla 12 presentamos el resumen de las actividades enzimaticas
inhibitorias y antioxidantes, siendo el hidrolizado HPPA 120 el que evidencio
la multifuncionalidad porque presenté mas de dos actividades bioldgicas de

forma simultanea.
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Tabla 12. Multifuncionalidad de hidrolizados de albumina de semillas de pajuro obtenidos mediante hidrdlisis secuencial con pepsina (HP),

pancreatina (HPP) y alcalasa (HPPA) a diferentes tiempos

Muestra

C.P
Albumina
HP
HPP
HPPA 15
HPPA 30
HPPA 60

HPPA
120

Control
positivo

(ICs0 = pg/ml)
52.01 £ 0.954

52.642 +1.721

84.42 £ 4.543

31.147 + 0.598

11.658 £ 0.261

9.5+0.571

9.651 + 0.717

9.228
0.309@). ()

3.531 +£0.084

ABTS

(umol TE/mg
prot)
0.257 £ 0.006
0.266 + 0.003
0.205 £ 0.004
0.439 £ 0.008
1.252 + 0.006
1.430 + 0.067
1.509 + 0.091

1.373
0.040(@):. ®)

1.000-

ORAC-FL

(umol TE/mg
prot)
0.817 £ 0.027
0.802 +0.103
1.062 + 0.043
2.102 £ 0.180
2.534 £ 0.076
2.498 + 0.025
2.786 + 0.040

2.844 =
0.197(@). (b)

1.000-

Inhibicién
ECA
(ICs50 = pg/ml)
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.

50.654
1.620(@). ()

6.809 £ 0.04

Inhibicién a-
glucosidasa
(%)
(150 pg/ml)

15.9 £4.05
22.8+6.85
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.

14.596 +
1.316

87.444 +
1.613

Inhibicion a-
anw(ssa
(150 pg/ml)

n.d.

1.609 £+ 0.184
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.

6.061 £ 1.609

70.214 +0.466 0.857 +0.008

Inhibicion
DPP4

(leo = pg/ml)

230.57 £6.759

(a), (b)

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

Inhibicion de
lipasa
pancreatica
(%)
(150 pg/ml)
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.

n.d.

65.915 +2.825

n.d.: no determinado, (a) p<0.05 vs C.P., (b) p<0.05 vs albumina (Test Student-Newman-Keuls). El control positivo fue Trolox en la actividad antioxidante ABTS
y ORAC-FL, Captopril 0.5 uM en la actividad inhibitoria ECA, Acarbosa 10 mM en las actividades inhibitorias a-glucosidasa y a-amilasa, Sitagliptina en la
actividad inhibitoria DPP4 y Orlistat 0.5 uyM en la actividad inhibitoria de lipasa pancreatica
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IV. DISCUSION

Elabuso de alimentos hipercaldéricos, combinado con un estilo de vida sedentario
son los responsables del incremento de enfermedades crénico no transmisibles
(ECNT), acorto plazo los pronésticos son catastroficos, suponiendo un problema
de salud publica importante por los elevados costes asociados a este desorden.
Este hecho haimpulsado la busqueda de nuevas estrategias de prevencion que
limiten o detengan las ECNT. El desarrollo de alimentos funcionales que
contengan ingredientes bioactivos se ha posicionado como una de las
estrategias mas prometedoras (83,86).

En los ultimos afios se han descrito hidrolizados proteicos a partir de
semillas de leguminosas, con potencial antioxidante, antidiabético,
antihipertensivo, anti obesidad, cuyos péptidos multifuncionales podrian ser
utiles en la prevencion ECNT (19,122—125). Los compuestos responsables de
estas actividades biolégicas son los péptidos bioactivos, que son secuencias de
2 a22 aminoacidos que se liberan de las proteinas mediante diferentes métodos,
siendo el mas utilizado la hidrdlisis enzimatica por su especificidad y
reproducibilidad. Por tanto, previo a la obtencion de péptidos bioactivos, se debe
estandarizar la hidrdlisis enzimatica cuyo requerimiento mas importante son las
proteinas que sirven como sustrato de las enzimas y de cuya estructura y calidad
depende la liberacién de los péptidos bioactivos.

El pajuro es una leguminosa, poco aprovechada, cuyas semillas tienen
alto contenido proteico, en el presente trabajo se estudié las semillas de pajuro
proveniente de la ciudad Truijillo, La Libertad, recolectada en agosto de 2016. El
contenido proteico de la harina fue de 19.8%, diferentes reportes, destacan el
alto contenido proteico de las semillas dentro del rango de 16-26%, esta
variacion se le puede atribuir al método de preparacién de la harina, el
rendimiento o a las condiciones geograficas del cultivo de la semilla
(13,14,21,22,126-128). En comparacion con otras leguminosas, se observé que
existe una ligera diferencia, alrededor de + 5%, respecto a otras semillas. Por
ejemplo, el frijol rojo (Phaseolus angularis) tiene 15.1 %, al frijol mungo
(Phaseolus aureus) 16.1 %, la lenteja (Lens esculenta) 19.3 % y el garbanzo

(Cicer arietinum) 20.4 % (129). Sin embargo, existen otras leguminosas como la
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soya y el altramuz azul que presentan un contenido proteico mayor de 39.8 y 43
% respectivamente, representando hasta el doble del contenido proteico de las
semillas de pajuro (20,130).

Una opcidn interesante para el aprovechamiento de las proteinas de las
leguminosas es concentrarlas utilizando diferentes métodos, es importante que
durante todo el proceso se mantenga la integridad de las proteinas. Las
proteinas de leguminosas contienen diferentes tipos de proteinas, que en funcion
del grado de solubilidad se clasifican en albuminas (soluble en agua), globulinas
(soluble en soluciones salinas), glutelinas (soluble en soluciones acidas o
alcalinas), prolaminas (soluble en mezclas hidroalcohdlicas) (62). En el presente
estudio, todo el proceso de caracterizacion de las proteinas e hidrolizados
proteicos se realizé en la fraccion albumina, previamente extraida por Solanoy
col (14). Se eligi6 esta fraccidn, por ser una de las fracciones mayoritarias de la
semilla y debido a su facil extraccion por su solubilidad en agua, estas
caracteristicas facilitarian el escalamiento del proceso a nivel industrial. En el
analisis del CP de la fraccion albumina de pajuro se encontré un 74.8%, este
valor fue ligeramente superior al contenido proteico de 69.22% encontrado en el
CP obtenido a partir de la harina, que tedricamente contiene todas las fracciones
proteicas del pajuro. Este hallazgo es muy importante, porque a partir de la
harina de pajuro, con una extraccion directa con agua se logré obtener la fraccion
deseada con un alto porcentaje de proteinas. Resultados similares fueron
reportados para la fraccion de albumina de otras leguminosas tales como,
Phaseolus vulgaris, Pisum sativum L. y Lupinus angustifolius, con valores de
81.7, 81.37 y 61.6% respectivamente (20,131,132).

Previo a la obtencidon de los hidrolizados proteicos de albumina, es
importante realizar la caracterizacion bioquimica y nutricional de las proteinas
de partida para compararlas con las presentes en la harinay en el CP. En la
fraccion en estudio, se logré incrementar el contenido de aa en
aproximadamente el 50% en relacion a la harina de partida, incluso algunos
valores fueron ligeramente superiores a los encontrados en el CP; destacando
los aa esenciales Lys, Phe, Tyr, Thr, Leu e lle (Tabla 10). En la fracciéon
albumina podemos destacar el contenido de Phe y Tyr (8.56 £ 0.258 g/ 100 g
proteina), valor que supera en mas del 80% el 4.6 requerido por la FAO (133).

También, se evidencio un buen contenido de aminoacidos azufrados Met + Cys
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(2.451 £ 0.066) y Thr (2.34 + 0.258 g/100 g proteina), sin embargo, estos
valores no alcanzan los requeridos por la FAQ. El contenido de fenilalanina
(4.571 £0.396 g/ 100 g proteina) fue similar a lo descrito por Gulewics y col. en
lamisma fraccién proteica para Lupinus luteus (4.73 g/100 g proteina) y Lupinus
angustifolius cv. Troll germinado (4.49 g/100 g proteina) (134).

La digestibilidad es otro de los parametros utilizados para medir el valor
nutricional de las proteinas vegetales, debido a que no basta que la proteina se
encuentre en alto porcentaje, sino que debe ser digerible para que pueda ser
asimilado y, por consecuencia, aprovechado por el organismo que lo ingiere.
La digestibilidad, por lo tanto, constituye una excelente medida de calidad y se
puede determinar de diferentes formas. La fraccion albumina, mediante un
método /n vitro simulando la digestion gastrointestinal (pepsina y pancreatina)
alcanzé un valor de DPIV de 83.5 + 1.82%, inferior al propuesto por Farup y col.
quienes consideran una alta digestibilidad a valores superiores al 94% (135).
La FAO propone como valor maximo de digestibilidad proteica el 100%, que
se encuentra en el concentrado proteico de la leche y la proteina de suero
concentrada (133). La dificultad para el aprovechamiento de las proteinas
vegetales es su baja digestibilidad, valores similares fueron reportados por
Solano y col. con un DPIV de 77.2 % para la misma fraccion proteica (14). No
obstante, este valor se logré mejorar significativamente gracias a la adicion de
la enzima microbiana Alcalasa®, que permitié alcanzar un DPIV de 98.2 £ 0.55
% a los 120 min de exposicién (Tabla 11). De estos resultados, podemos
resaltar que las proteinas de la fraccion albumina de pajuro constituyen un buen
sustrato para la enzima microbiana. Por tanto, la digestidon secuencial pepsina-
pancreatina-Alcalasa® podria ser una buena estrategia para mejorar la
digestibilidad de proteinas vegetales.

Del analisis del perfil electroforético de la fraccién albumina de pajuro en
SDS-PAGE, se resalta la presencia de 4 bandas integras y compactas (Figura
10, carril 2), se puede observar un predominio de 3 bandas de 17 a 15 kDa.
También se puede observar la presencia de la fraccién globulina, que en
condiciones desnaturalizantes, usando (-mercaptoetanol, podria generarse
subunidades en el rango de 20 a 35 kDa (136). Por tanto, ademas de la fraccion
albumina podriamos tener parte de la fraccién de globulinas, debido a que esta

fraccion presenta una parcial solubilidad en agua, comportamiento similar a lo
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reportado por otros autores en la extracciéon de la fraccion albdmina de Lupinus
angustifolius y de la soya (20,130). De acuerdo a Ribeiro y col. esta presencia
de bandas de globulina puede atribuirse ala inexactitud que presenta el método
de clasificacion de Osborne donde reporta que las proteinas no cumplen en su
totalidad con los criterios de solubilidad (137). Las bandas presentes en la
fraccion albumina (carril 2) de pajuro fueron similares alo reportado en albuminas
extraidas de Erythrina variegata (15). Ademas, en otras fuentes vegetales, como
el arroz, se han reportado bandas entre 14 a 17 kDa (138), similares a las
presentes en la fraccion albumina de pajuro.

Una vez preparado y caracterizado las proteinas solubles de la fraccion
albumina de pajuro, se realizé la hidrolisis enzimatica mediante el uso secuencial
de pepsina (0.7 FIP-U/mg), pancreatina (0.35 FIP-U/mg) y alcalasa (2.4 U/g),
durante, 30, 60 y 120 min; respectivamente, para obtencion del hidrolizado
proteico. La hidrélisis consiste enla rotura del enlace peptidico con la generacion
de péptidos de menor tamano. La propiedad fundamental de un hidrolizado
proteico, que determina las caracteristicas de este y su posible uso, es su grado
de hidrdlisis (GH), es decir, el porcentaje de enlaces peptidicos rotos en relacion
alaproteina original. Se ha descrito que cada enzima proteolitica es responsable
de generar diversos fragmentos de péptidos con pesos moleculares altos,
medianos o bajos, estos hidrolizados liberados pueden tener una potencial
aplicacion enlas industrias farmacéuticas o alimentarias, donde hidrolizados con
un GH>10% pueden poseer aplicaciones médicas mientras que los GH<10%
pueden ser usados para mejorar las propiedades funcionales en harinas o
aislados proteicos (65,66). En el presente estudio, para realizar el seguimiento
de la hidrdlisis enzimatica se determin6é el GH mediante la cuantificacion de
grupos amino libres liberados tras la adicion de cada proteasa (Anexo 1),
respecto al grupo de aminoacidos totales liberados a partir de la fraccion
albumina. En la Figura 11 se evidencia el buen comportamiento como sustrato
de la fraccién albumina de pajuro, este resultado clasifica al hidrolizado proteico
obtenido como extensivo y que podria ser utilizado en alimentacién
especializada como suplemento nutricional. Los resultados del hidrolizado HPP
fueron inferiores a los descritos por Betancur y col. al realizar la hidrdlisis
secuencial del concentrado proteico de Phaseolus vulgaris L. con las enzimas

pepsina-pancreatina durante 120 min, reportando un GH de 28,47% (139), de
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igual manera Megias y col reportaron 35% de GH en los hidrolizados del aislado
proteico de Helianthus annus L., utilizando el sistema secuencial de pepsina-
pancreatina durante 180 minutos cada una (140). EI GH obtenido en el
hidrolizado final (HPPA 120) fue ligeramente mas alto comparado al GH de
hidrolizados provenientes de otras leguminosas, tales como, hidrolizados de la
fraccion albumina de Amaranthus hypochondriacus (57 %)y Cicer arietinum L
(54.73%) con la enzima Alcalasa® durante 18 y 3 h, respectivamente (88,141).
Este elevado valor de GH, puede deberse a la especificidad de la enzima
Alcalasa®, endopeptidasa alcalina de bajo costo proveniente del Bacillus
licheniformis caracterizada por escindir con amplia especificidad los enlaces
peptidicos del interior de la cadena polipeptidica, liberando péptidos con
aminoacidos hidrofébicos de su carbono terminal (142). Barbana y col, reportan
un GH de 64.31 % tras la hidrélisis del concentrado proteico de Lens culinaris
con alcalasa-Flavourzyma de forma secuencial (143), resultado similar al
determinado en HPPA 120 de pajuro. Pedroche y col. sugieren que es necesario
utilizar mas de una proteasa para obtener hidrolizados extensos con un GH>50%
(144). Por lo tanto, la estrategia empleada en la fraccion albumina de pajuro con
las enzimas pepsina-pancreatina-alcalasa, resulta util para la obtencién de
diversos hidrolizados con altos GH, con potenciales usos en la industria
farmacéutica.

Otra forma de hacer seguimiento a la hidrdlisis enzimatica de la fraccién
albumina fue mediante el perfil electroforético en condiciones desnaturalizantes.
Porque la disminucién de las bandas de alto peso molecular se puede relacionar
a la formacion de hidrolizados de bajo peso molecular, péptidos o aminoacidos
libres durante el proceso hidrolitico. Los resultados obtenidos enla Figura 12 son
comparables a los descritos por otros autores, después de emplear Alcalasa®
durante 120 min en aislados proteicos del pajuro (14,21). Yust y colreportaron
resultados similares en hidrolizados de la fraccion globulina del garbanzo, tras
ser hidrolizada con Alcalasa® durante 30 min, donde destacaron las bandas de
bajo peso molecular comprendidas entre 14 y 6 kDa (145). Rocha y col también
reportaron bandas menores a 10 kDa luego de hidrolizar el concentrado proteico
del frijol chino (Vigna unguiculata) con Alcalasa® durante 1 h (146). Podemos
indicar, que en este proceso hidrolitico de la fraccion albumina de pajuro, en los

hidrolizados HPPA (15, 30, 60 y 120) se dio la mayor formacién de péptidos, los
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cuales pueden presentar actividad funcional para ser usado como suplementos
alimenticios.

Con el fin de disminuirlaincidencia de las ECNT; consideramos necesario
el abordaje integral através de la busqueda de compuestos multifuncionales que
ejerzan su mecanismo de accién sobre los factores de riesgo metabdlicos,
ademas consideramos primordial que entre las actividades bioldgicas de dichos
compuestos multifuncionales se incluya la actividad antioxidante debido a su
implicancia en el proceso fisiopatoldgico de las ECNT (147). Todos los
hidrolizados presentaron actividad antioxidante, siendo el hidrolizado HPPA 120
el que present6 los mejores valores TEAC-ABTS (1.373 £ 0.04 ymol ET/mg
proteina)y TEAC-ORAC-FL (2.844 +0.197 umol ET/mg proteina). Estos valores
fueron superiores a los reportados por Intiquilla y col. quienes hidrolizaron el
concentrado proteicode pajuro con Alcalasa® obteniendo un TEAC de 0.91 pmol
ET/mg proteina (21), por otro lado, Chirinos y col. reportaron valores superiores
a los de este estudio con un TEAC de 3.5 pmol ET/mg proteina, tras la hidrolisis
del contenido proteico de cafiihua (Chenopodium pallidicaule Aellen) con el
sistema secuencial Alcalasa-Flavourzyma durante 240 min (148), Solano y col
también reportaron una mejor actividad antioxidante conun ICsoy TEAC de 7.08
pg/mL y 2.866 umol ET/mg proteina, respectivamente, del hidrolizado de la
fraccion albumina de pajuro, bajo las mismas condiciones de ensayo (14). Estos
valores fueron superiores a los descritos en hidrolizados de otras leguminosas,
tales como, los hidrolizados del aislado proteico de Phaseolus vulgaris L. usando
el sistema pepsina-pancreatina durante 60 min (149) y similares a los descritos
por Hernandez-Ledesma, que hidrolizaron la a-lactoalbumina (proteina de suero
bovino) con Corolase PP reportando un TEAC de 2.954 + 0.106 umol ET/mg
proteina (111). Por otro lado, Silva y col hidrolizaron el contenido proteico de la
linaza (Linum usitatissimum) con Alcalasa®, obteniendo resultados superiores,
con un TEAC de 3.58 = 0.12 pmol ET/mg proteina (150). La actividad
antioxidante presentada en los hidrolizados de la fraccion albumina de pajuro se
puede relacionar a su GH, ya que a un mayor GH se evidenci6 un incremento
significativo (p < 0.05) de la actividad antioxidante, donde el hidrolizado HPPA
120 presento el mejor perfil antioxidante con un TEAC-ABTS y TEAC-ORAC de
1.373+£0.040y 2.844 + 0.197, respectivamente (Anexo 2), con un GH de 60.20

+6.76 %. Este incremento del GH se evidencié notablemente tras la adicion de
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la enzima Alcalasa®, caracterizada por liberar péptidos con aminoacidos
hidrofébicos, responsables en su mayoria de poseer actividad antioxidante
actuando como donantes de electrones o de hidrogenos (142,151). Varios
autores sefialan que los aminoacidos como la Leucina, contribuyen con su largo
grupo de cadena lateral alifatica, capaz de interactuar con cadenas de acilo de
acidos grasos susceptible mejorando la presencia de péptidos en la interaccion
lipido-agua y facilitando la permeabilidad a la fase lipidica para eliminar los
radicales libres que se generen (151,152). Hernandez-Ledesmay col. menciona
que aminoacidos como el Triptéfano y la Tirosina tienen la capacidad de ser
donadores de hidrogenos por la presencia de sus grupos indélicos y fenélicos
respectivamente, los cuales al unirse a los radicales de oxigeno forman
compuestos mas estables (111). Otros autores reportan que la presencia de
residuos aminoacidicos de Histidina, Metionina y Cisteina también son
importantes para la actividad de eliminacion de radicales, debido a sus
caracteristicas estructurales especiales, por ejemplo, el grupo imidazol en la
histidina tiene la capacidad de donar protones, la metionina tiende a oxidarse a
sulfoxido de metionina, mientras que la cisteina puede donar el hidrégeno de
azufre que posee (153,154). En base a los resultados obtenidos, podemos
resaltar que los hidrolizados de la fraccion albumina de pajuro representan una
fuente potencial de péptidos antioxidantes ricos en aminoacidos hidrofébicos
responsables de dicha actividad, comparables a hidrolizados de fuentes
animales, con potencial uso como suplemento alimenticio para terapias
preventivas de enfermedades relacionadas al EOx.

La ECA juega un papel importante en la regulacion de la presidn
sanguinea, encargandose principalmente de la conversidn de la angiotensina |
al potente vasoconstrictor angiotensina Il y a la inactivacion del vasodilatador
bradicinina, sin embargo, cuando se da una excesiva actividad de esta enzima
por motivos fisopatoldgicos puede desencadenar una serie de enfermedades
cardiovasculares, por ello, es muy frecuente el uso de inhibidores sintéticos como
el captopril. Sin embargo, estas drogas sintéticas presentan diversos efectos
adversos, tales como, tos, rash, diarrea, alergias, etc, que generan un malestar
al paciente, actualmente existe un especial interés en la busqueda de nuevos
inhibidores naturales de ECA, tales como, los péptidos antihipertensivos (82). En

este estudio a diferencia de la fracciéon albumina de pajuro, algunos autores
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reportan actividad antihipertensiva en albuminas de otras leguminosas, por
ejemplo, Vigna angularis y Lupinus angustifolius con 1Csp entre 6.23 y 7.95
mg/mL (20,155), concentracion 79 veces mayor a la evaluada, por lo que se
deberia analizar la actividad inhibitoria ECA de la fraccion albumina del pajuro a
una mayor concentraciéon. Con respecto al HPPA 120 (Anexo 3), se ha reportado
valores similares en hidrolizados proteicos de Vigna subterranea con Alcalasa®,
obteniendo un ICso de 52 pg/mL (156). Otros estudios también hidrolizaron la
fraccion de albumina de Lupinus angustifolius y Amaranthus hypochondriacus
con Alcalasa®, reportando un ICsp de 0.21 y 0.82 mg/mL respectivamente
(20,141), valores inferiores a los del hidrolizado HPPA 120 de la fraccién
albumina de pajuro. Jakubczyk hidrolizé la fraccién de globulina de Pisum
sativumvar. Bajka con pepsina-pancreatina durante 3 h, reportando un 1Cs0: 0.72
mg/mL (94), resultado inferior al reportado en este estudio, sin embargo, tras
realizar un fraccionamiento del hidrolizado obtuvieron un ICso: 1.4 pg/mL,
mejorando su actividad inhibitoria 50 veces mas respecto al hidrolizado HPPA
120. Megias y col. también presentaron resultados superiores, obteniendo un
ICs0 de 2.4 ug/mL al separar el hidrolizado proteico de Helianthus annuus L. en
fracciones < 5kDa (140). Hernandez-Ledesma menciona que usualmente los
péptidos antihipertensivos poseen secuencias cortas entre 2 a 12 aminoacidos
(157). Muchos de los péptidos que se encuentran dentro de los hidrolizados
proteicos o en las fracciones de bajo peso molecular se caracterizan por tener
residuos hidrofébicos o aromaticos como leucina, fenilalanina o valina en la
posicion C-terminal lo cual favorece la unidon enzimatica, ademas la presencia de
la lisina como residuo C-terminal carga positivamente estos péptidos,
potenciando la actividad inhibitoria ECA (144,157). Estos tipos de aminoacidos
podrian presentarse en el hidrolizado HPPA 120, debido a la accion inicial de la
pepsina que escinde aminoacidos aromaticos e hidrofébicos en el extremo C-
terminal y a la actividad especifica de la Alcalasa® descrita anteriormente
(90,142). Se hareportado que secuencias de péptidos pequefios como VPP, RY,
HLPLP entre otros presentan mejores actividades inhibitorias ECA, por lo que la
presencia de péptidos de pequefio tamano justifica el incremento de la actividad
antihipertensiva en los hidrolizados proteicos (90). Igualmente los residuos C-
terminales de estos péptidos determinan la union a la ECA debido a que esta

enzima posee sub sitios S1, S’1y S’2 en su sitio activo, por ello se describe que
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los residuos aminoacidicos de los tripéptidos poseen mejor actividad inhibitoria,
el hecho de que haya dos sitios enzimaticos activos en la ECA puede explicar
sus amplios sustratos o la especificidad del inhibidor, donde ejercen la accién de
unirse fuertemente a la enzima en su sitio activo y competir con la angiotensina
| para convertirla en angiotensina ll (141). Por todo ello, el hidrolizado HPPA 120
resulta interesante para la obtencion de péptidos antihipertensivos ricos en
aminoacidos hidrofébicos o aromaticos, con potencial uso como preventivo en el
tratamiento de HTA.

Los hidrolizados hipoglucemiantes son un objeto interesante de estudio,
ya que se han reportado péptidos con posible actividad funcional en el manejo
de la DM2, a través de mecanismos inhibitorios de tres posibles dianas
terapéuticas; DPP4, a- glucosidasa y a-amilasa, encargadas de la regulacién de
la glucemia postpandrial en sangre. La DPP4, es unaserin proteasa responsable
de la degradacion de las incretinas, como el polipéptido inhibidor gastrico (GIP)
y el péptido similar al glucagon tipo 1 (GLP-1), responsables del efecto incretina
en respuesta al consumo de alimentos ricos en grasas e hidratos de carbono,
que al escindirse generan una disminucion de la secrecion de insulina en las
células B-pancreaticas en la etapa post pandrial, lo cual conlleva a un incremento
de la glucosa en sangre, perjudicando a pacientes con DM2, por lo que
actualmente se usan muchos farmacos sintéticos inhibidores de DPP4, comolas
gliptinas, para el tratamiento de la DM2 (158). Vilcacundo y col. reportaron un
ICsode 230 ug/mL en el concentrado proteico de quinua hidrolizado con pepsina-
pancreatina-extracto porcino biliar (159), similares alos presentados en la Tabla
12. Resaltamos el potencial del hidrolizado HPPA 120 (Anexo 3), el cual
comparado a otros hidrolizados de leguminosas, tales como, aislados proteicos
de quinua y germinados de soja, ICsp entre 0.51 y 0.91 mg/mL (89,158,160),
presentd valores superiores. Sin embargo, hidrolizados de fuentes proteicas de
origen animal, como el Krill, presentaron un ICso de 0.053 hasta 0.037 mg/mL,
valores 5 veces mas potentes a los reportados en este estudio (161). Algunos
estudios demuestran que esta actividad inhibitoria DPP4 puede verse afectada
al realizar fraccionamientos del hidrolizado en base a su peso molecular, si bien
los péptidos de bajo peso molecular ejercen esta actividad, se distingue que
algunos péptidos mas grandes podrian contribuir a potenciar la inhibicién,

sugiriendo que la actividad inhibitoria es altamente influenciada por la
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composicién, secuencia aminoacidica y tamano del péptido responsable de
dicha actividad (159,160). Respecto a la composicién aminoacidica, se ha
descrito que péptidos con residuos aminoacidicos aromaticos forman
interacciones hidrofébicas con el sitio catalitico dominante de DPP4 potenciando
la actividad inhibitoria, otros autores resaltan la posicién de la prolina en la
primera, segunda, tercera o cuarta posicion del extremo N-terminal, el cual puede
poseer un papel determinante en la actividad de péptidos inhibitorios de DPP4,
al igual que la presencia de aminoacidos de cadena ramificada (valina, leucina o
isoleucina) (89,158,159). Estos enunciados resultan interesantes, ya que la
fraccion albumina del pajuro destacé por su alto contenido en aminoacidos
aromaticos, valores que se relacionan a la actividad inhibitoria reportado en sus
hidrolizados proteicos, por lo que estos podrian ser una fuente potencial de
péptidos inhibitorios de DPP4 con posible uso en el tratamiento de DM2.

Las enzimas relacionadas al metabolismo de los hidratos de carbono, a-
glucosidasa (que se encuentra en el borde de cepillo de los enterocitos del
yeyuno) y a-amilasa (salival o pancreatica), se caracterizan por catalizar los
enlaces a-1,4-glucosidicos internos en polimeros de almidon, con la diferencia
que la primera enzima también cataliza oligo y disacaridos no absorbidos,
convirtiéendolos en monosacaridos liberando glucosa, maltosa y otros
oligosacaridos. (116,118). En este estudio no se detectd la actividad inhibitoria
de estas enzimas (Figura 16), a diferencia de estudios en hidrolizados proteicos
de otras leguminosas, como Phaseolus vulgaris L. (162), soyay quinua (89,159),
reportan ICso de 1.97 mg/mL ,1.09 y 1.7 mg/mL, respectivamente, destacando
fracciones peptidicas < 5kDa provenientes de estos hidrolizados de con ICsg
como las responsables de dicha actividad inhibitoria. Sin embargo, valores
superiores se reportan en hidrolizados proteicos de fuentes animales, como la
albumina de huevo, donde se ha identificado el péptido KLPGF, el cual presenta
actividad inhibitoria a-glucosidasa (ICso: 59.7 ymol/L) y a-amilasa (ICs0:120
pmol/L) (163). Esta actividad puede atribuirse a la accion de péptidos bioactivos
con residuos aminoacidicos de histidina, prolina y metionina, destacados por
poseen mayor actividad inhibitoria a-amilasa (159), otro estudio hareportado que
aminoacidos hidrofébicos (Alanina, Leucina, Fenilalanina, Valina, Prolina y
Glicina) e hidrofilicos (Cisteina, Histidina y Serina) son responsables de

interactuarconlaenzimaa-amilasa, mediante enlaces de hidrégeno o hidréfobos
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(89). En el caso de los péptidos inhibitorios de a-glucosidasa, se reporta que
restos aminoacidicos hidrofébicos de Leucina y Prolina juegan un papel
importante en la secuencia aminoacidica de estos, provenientes de diferentes
fuentes proteicas, al igual que los aminoacidos basicos que se encuentren en la
cadena peptidica como la Arginina, también se describe que aminoacidos con
un grupo hidroxilo en su cadena lateral del extremo N-terminal, tales como
Serina, Treonina y Tirosina, con un residuo de Prolina cerca al extremo C-
terminal y Alanina o Metionina en el extremo C-terminal, demostraron tener alta
afinidad al sitio catalitico de a-glucosidasa, mediante la union de estos péptidos
inhibidores con el dominio catalitico por enlaces de hidrégeno e interacciones
electrostaticas. (89,95,164). La inhibicidon de estas dos enzimas se considera un
método efectivo para el control de la DM2, debido a la disminucion de la
biodisponibilidad de carbohidratos hidrolizados, sin embargo, el hidrolizado
HPPA120 no evidencid actividad inhibitoria alguna, descartando este hidrolizado
como una potencial fuente de péptidos inhibidores de las enzimas a-glucosidasa
y a-amilasa.

Los hidrolizados con actividad hipolipemiante son un futuro objetivo para
complementar el tratamiento en personas que sufren de obesidad y en la
reduccién de factores de riesgo que desencadenan ECNT, los cuales se deben
caracteriza por su actividad inhibitoria en la lipasa pancreatica, enzima
encargada del metabolismo de los lipidos a través de la escision de los acidos
grasos, sin embargo en los hidrolizados de la fraccion albumina de pajuro no se
detectd actividad inhibitoria de lipasa pancreatica (Tabla 12). Esta actividad se
puede evidenciar en fracciones peptidicas ( 3.5-7 kDa ) de otros hidrolizados de
leguminosas, tales como, Phaseolus vulgarisL.dias con L. plantarum, 1Csodesde
0.11 a 15.24 pg/mL, obtenidas por fermentacién a 30 °C durante 3 dias,
sugiriendo que el proceso de fermentacion ayuda a mejorar la estructura de esta
leguminosa, ayudando a la liberacién de péptidos inhibitorios de lipasa (122). El
mecanismo de esta actividad auin no es claro, estudios en péptidos de Phaseolus
vulgaris explican que esta inhibicion puede verse influenciada por el bloqueo de
los dos sitios activos de la lipasa pancreatica, a través de fuerzas de Van del
Waals, en donde residuos aminoacidicos hidrofébicos favorecen estainteraccion
(96). Por lo que a pesar de no presentar actividad hipolipemiante en los

hidrolizados de la fraccion albumina de pajuro, sugerimos el uso de otros
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métodos para la obtencion de hidrolizados proteicos de fuentes vegetales, como
la fermentacion, lo cual permita la obtencion de péptidos hipolipemiantes, ya que
forma parte de una nueva tendencia para el enriquecimiento de alimentos
funcionales.

Actualmente se estan identificado diversos péptidos en hidrolizados
proteicos de fuentes vegetales, que poseen mas de una actividad bioldgica,
denominandolos multifuncionales, los cuales dependen fundamentalmente de su
composiciéon y secuencia aminoacidica, tales como las secuencias ya
identificadas GEHGSDGNV (inhibidor de a-amilasa y a-glucosidasa) y
NALKPDNRIESEGG (antioxidante e inhibidor de ECA y DPP4), obtenidas de la
quinua y soya, respectivamente (89,159), sin embargo aun existen escasos
estudios sobre hidrolizados multifuncionales obtenidos de la fraccidn albumina
de pajuro. En este estudio el hidrolizado HPPA 120 presenté tres actividades
biolégicas, convirtiéndolo en una fuente potencial para la identificacion de
péptidos multifuncionales que puedan serusados en alimentos, y puedan ayudar
ala prevencion de ECNT, por lo que en estudios posteriores se debera evaluar
mas profundamente la biodisponibilidad de los péptidos presentes en los
hidrolizados proteicos del pajuro, ya que a medida que se digiere una sustancia
en el organismo, esta pasa por una serie de ataques proteoliticos, que pueden

inactivar o potenciar las actividades biolégicas de los hidrolizados proteicos.
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V.

1.

CONCLUSIONES

La fraccion albumina de pajuro, por su facil obtencion gracias a su
solubilidad en agua, permitié alcanzar una concentracion de proteinas de
74.8 %, el perfil electroforético entre las proteinas totales de la semilla y
la fraccion albumina presentaron perfiles similares, destacando las
proteinas de 40, 17, 16 y 15 kDa. Del analisis del aminograma se resalta
el contenido en aminoacidos esenciales como Phe + Tyr (8.562 £ 0.515)
y Met + Cys (2.451 £ 0.066) y Thr (2.34 £ 0.111) expresados como g de
aa/ 100 g proteina, alcanzando valores cercanos a los recomendados por
la FAO. El grado de digestibilidad /n vitro con las enzimas pepsina y
pancreatina fue de 83.5 £ 1.82%; sin embargo, la adicién de Alcalasa®
mejoro significativamente la digestibilidad a 98.2 £ 0.55%, mejorando el

valor nutricional de esta fraccion proteica.

La obtencion del hidrolizado proteico se realizé por hidrdlisis de la fraccion
albumina de semillas de pajuro mediante el uso secuencial de pepsina
(0.7 FIP-U/mg), pancreatina (0.35 FIP-U/mg) y alcalasa (2.4 U/g) durante
30, 60 y 120 min, respectivamente, este método permitié alcanzar un alto
grado de hidrdlisis (60.20 + 6.76%), valor que es considerado superior al
50% requerido para hidrolizados proteicos extensivos, donde se han
descrito péptidos bioactivos con multiples actividades bioldgicas. Este
resultado fue corroborado en el perfil electroforético de los hidrolizados
mediante el SDS-PAGE, por la desaparicion de bandas de alto peso
moleculary aparicion de bandas de bajo peso molecular correspondientes

a los péptidos bioactivos.

Tras la evaluacion de las diferentes actividades bioldgicas relacionadas a
las ECNT, se destaca el caracter multifuncional del hidrolizado proteico
final, porque presentd mas de dos actividades biolégicas de forma
simultanea, se observé un buen perfil antioxidante mediante ABTS y
ORAC-FL convalores de 1.373+ 0.4y 2.844 £ 0.197 en umol TE/mg prot,
respectivamente; ademas presentd buena actividad inhibitoria de ECA 'y
DPP4 con valores ICso de 50.654 + 1.620 y 230.57 + 6.759 pg/mL,

respectivamente.
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4. En base a los resultados obtenidos, se concluye que el hidrolizado
proteico de lafraccion albumina de pajuro presenta actividad antioxidante,
inhibidora de ECA y DPP4, evidenciando su multifuncionalidad, por ende,
podria servir como ingrediente para la formulacion de alimentos
funcionales y/o nutracéuticos con potencial para prevenir algunas ECNT

como la diabetes e hipertension arterial.

Cleni Teodora Palma Albino 79



VL.

RECOMENDACIONES

Optimizar el proceso de hidrélisis para obtener un mayor rendimiento de

los hidrolizados.

Purificar el hidrolizado proteico que presento el mejor perfil multifuncional

mediante técnicas cromatograficas.

Identificar el péptido responsable de la multifuncionalidad e identificar su

secuencia aminoacidica.

Evaluar la biodisponibilidad del péptido secuenciado mediante técnicas

In vivo en modelos animales
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VIIl. ANEXOS

ANEXO N°1
CURVAS DE CALIBRACION DE LOS ENSAYOS REALIZADOS
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Curva de calibracion con BSA (Albumina de Suero Bovino). Ensayo Bradford a 595 nm
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Curva de calibracién con BSA (Albumina de Suero Bovino). Ensayo BCA a 562 nm
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L - Serina
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Curva de calibracién de Trolox. Actividad antioxidante ABTS+ a 734 nm
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ANEXO N°2
CURVAS DE ACTIVIDADES ANTIOXIDANTES ABTS+Y ORAC-FL
DEL HIDROLIZADO HPPA 120

1) HPPA 120
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Actividad antioxidante por el método ORAC-FL. Hidrolizado HPPA 120
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ANEXO N°3
CURVAS DE ACTIVIDADES INHIBITORIAS ECAY DPP4 DEL
HIDROLIZADO HPPA 120
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Curva de actividad inhibitoria DPP4. Hidrolizado HPPA 120
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ANEXO N°4
ENSAYO ORAC-FL

En elensayo ORAC-FL se probaron diferentes diluciones de 1:25, 1:50, 1:75,
1:100, 1:200, 1:400 y 1 :600 (v/v). de todas las muestras para evaluar su
capacidad antioxidante frente a la fluoresceina durante 120 min y como
control realizamos una curva de calibracion con Trolox el cual nos permitio

establecer un rango maximo de area bajo la curva (AUC).

Actividad antioxidante ORAC-FL

57000
54000
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48000
45000
.g 42000 —4— Blanco
$ 39000 —#—1.25 ug C.P.
% 36000 1.25 pg AlbUmi
S 33000 .25 pg Albumina
>
= 30000 1.25 pgHP
()
S 27000 ——0.6 pg HPP
T 24000
T 21000 ——0.3 ug HPPA 15
g 18888 —+—0.3 pg HPPA 30
£ 15
12000 —=—0.3 pg HPPA 60
9000 ———0.3 pg HPPA 120
6000
3000 —+— 3.5 nmol Trolox
0 P
0 < O
~N 00 O

96
102
108
114
190

Tiempo (min)

Evaluacion de la caida de lafluorescencia en el ensayo ORAC-FL a diferentes concentraciones
de las muestras de C.P., albumina, HP, HPP, HPPA 15, HPPA 30, HPPA 60 Y HPPA 120
obtenidas del pajuro
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