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Resumen

Algunas secuencias peptidicas que pueden liberarse por hidrolisis de las
proteinas alimentarias, son capaces de producir un descenso del tono arterial. Es
obvio el interés que tiene la investigacion sobre estos péptidos antihipertensivos,
pues las estrategias no farmacoldgicas para el control de la presion arterial son
siempre muy recomendables. Hay que tener en cuenta que la hipertensién
constituye un problema de gran importancia socio-sanitaria, y que esta
enfermedad es uno de los principales factores de riesgo cardiovascular. El coste

del tratamiento farmacoldgico antihipertensivo es ademas muy elevado.

Lo mas usual para obtener péptidos antihipertensivos a partir de proteinas
alimentarias, es provocar la hidrdlisis de estas proteinas exponiéndolas a distintas
enzimas. La hidrdlisis enzimatica de la proteina de origen, proporciona un
hidrolizado que debe caracterizarse y estudiarse. Ello permite establecer su
posible actividad. Mediante distintas técnicas, se pueden identificar y aislar

después las secuencias peptidicas concretas que son responsables del efecto.

El principal mecanismo implicado en el efecto de los péptidos
antihipertensivos de origen alimentario, es la inhibicion de la enzima convertidora

de la angiotensina (ECA). La union a esta enzima se favorece por la presencia de



aminoacidos hidrofobos en alguna de las 3 ultimas posiciones del extremo carboxi-
terminal de las secuencias peptidicas. Los residuos Trp, Tyr, Phe y Pro son los
que mas favorecen la unién. Las secuencias Val-Pro-Pro (VPP) e lle-Pro-Pro
(IPP), que tienen el aminoacido Pro en este extremo, se han caracterizado como
potentes inhibidoras de la ECA. Estas secuencias son responsables del efecto
antihipertensivo de muchos productos lacteos fermentados. De todos modos, la
determinacion de la actividad inhibidora de la ECA, es s6lo un punto de partida en
la seleccion de los péptidos antihipertensivos de origen alimentario. Otros
mecanismos pueden también justificar su efecto. Estos péptidos pueden presentar
actividad directa en vasos, y pueden modular la liberacién desde el endotelio de
sustancias que relajan o contraen el musculo liso vascular. Las propiedades
antioxidantes de algunos de estos péptidos pueden también colaborar a su efecto

antihipertensivo.

Los hidrolizados y péptidos mencionados anteriormente, pueden utilizarse
como ingredientes en alimentos que serviran para la prevencion y/o tratamiento de
la hipertension. Hay no obstante que tener en cuenta que cuando estos péptidos
se administran por via oral, pueden degradarse en el organismo antes de alcanzar
sus puntos de accion. Algunos procedimientos permiten evaluar in vitro la
resistencia de las secuencias peptidicas a las enzimas del tracto digestivo. Los
estudios en células Caco-2 permiten asimismo conocer los mecanismos de
absorcion y transporte de los péptidos en el epitelio intestinal. Para establecer el

efecto real sobre la presion arterial son, sin embargo, ineludibles los ensayos



experimentales en los que los péptidos seleccionados se administran a animales
hipertensos. Para estos ensayos se utilizan normalmente ratas espontaneamente

hipertensas.

Son especialmente importantes los hidrolizados y péptidos antihipertensivos
que provienen de proteinas lacteas. Estos péptidos pueden obtenerse mediante la
hidrolisis enzimatica de estas proteinas, y también pueden obtenerse por
fermentacion de la leche con distintas bacterias. Destacan los productos
antihipertensivos obtenidos por fermentacion de la leche con Lactobacillus
helveticus, pues esta bacteria tiene una elevada actividad proteolitica. Pueden
producirse también péptidos antihipertensivos durante el proceso de maduracion

del queso.

Algunos estudios han abordado la produccién de péptidos antihipertensivos
a partir de otros materiales biolégicos distintos de la leche. En este contexto, son
especialmente relevantes los estudios con proteinas de huevo y de pescado. Los
primeros péptidos antihipertensivos aislados del huevo derivan de hidrolizados
enzimaticos de la ovoalbumina. Corresponden a las secuencias Phe-Arg-Ala-Asp-
His-Pro-Phe-Leu (FRADHPFL = ovokinina) y Arg-Ala-Asp-His-Pro-Phe (RADHPF
= ovokinina 2-7). Ambas secuencias presentan actividad vasodilatadora endotelio-

dependiente. Algunos productos obtenidos por hidrolisis de las proteinas de



pescado, especialmente por hidrélisis de las proteinas de bonito, han mostrado

también actividad inhibidora de la ECA y actividad antihipertensiva.

Las proteinas de origen vegetal pueden ser asimismo una fuente para la
obtenciéon de péptidos bioactivos. Entre los péptidos aislados de proteinas
vegetales destacan los que provienen de proteinas de soja. Recientemente se han
aislado muchas fracciones peptidicas con actividad inhibidora de la ECA partiendo
de este alimento. Existen, sin embargo, pocos estudios que hayan evaluado la

actividad antihipertensiva de los derivados de la soja en modelos animales.

Algunos péptidos de origen alimentario han probado ya su eficacia y
seguridad en pacientes hipertensos, y algunos se han comercializado en alimentos
funcionales que se utilizan actualmente con esta finalidad. El mercado de estos
alimentos ha experimentado un crecimiento espectacular en los ultimos afios,
pues su demanda es cada vez mayor. Hoy dia se asume que estos alimentos
deben incluirse dentro de una dieta sana y equilibrada, ya que pueden aportar
claros beneficios sobre la salud de los consumidores en general, y especialmente
sobre la salud de algunos pacientes con patologias frecuentes como Ila

hipertension arterial.



Palabras clave: Alimentos funcionales, Enzima convertidora de la angiotensina,

Hipertension, Huevo, Leche, Péptidos, Pescado, Proteinas, Soja.
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1. Introduccién: Hipertension y péptidos antihipertensivos de origen

alimentario

La hipertension se define como una elevacién cronica de la presién arterial
sistélica (PAS) y/o diastélica (PAD) por encima de los valores normales. Esta
patologia constituye un problema de gran importancia socio-sanitaria. Su
trascendencia esta hoy dia fuera de toda duda, debido a razones de prevalencia, y
debido también a que es uno de los principales factores de riesgo de
enfermedades cardiovasculares. Es, de hecho, |la primera causa de mortalidad en
los paises desarrollados. Se estima que por cada disminucion de la PAD de 5 mm
Hg, se reduce aproximadamente un 16% el riesgo de enfermedades
cardiovasculares (Collins et al., 1990; MacMahon et al., 1990). Por todo ello, los
expertos sanitarios estan intentando conseguir que el tratamiento de Ia
hipertension sea mas eficaz y se instaure antes. Se ha aceptado recientemente
que las cifras tope de presion arterial que establecen el rango de normalidad
disminuyan. Con los criterios actuales, muchos individuos que antes se
consideraban normotensos se consideran hoy dia sujetos prehipertensos. Las
nuevas guias (Nacional Heart, Lung and Blood Institute, 2003), aportan la

siguiente clasificacion para distintos rangos de presion arterial:

- Normal: PAS<120 mm Hg/ PAD<80 mm Hg

- Prehipertension: PAS 120-139 mm Hg/ PAD 80-90 mm Hg



- Hipertension estadio 1: PAS 140-159 mm Hg/ PAD 90-99 mm Hg

- Hipertension estadio 2: PAS>160 mm Hg/ PAD>100 mm Hg

La hipertensién primaria, denominada idiopatica o esencial, que cursa sin
causa organica evidente, es la que presenta una mayor prevalencia (90-95% de
las personas hipertensas padecen hipertension primaria). Juegan un papel
importante en su desarrollo distintos factores genéticos, ambientales,
psicosociales y alimentarios. Aunque la deteccion y el control de esta enfermedad
son relativamente sencillos, la realidad es que muchos pacientes hipertensos no
tienen conocimiento de su situacién, y otros estan diagnosticados pero reciben un
tratamiento inadecuado. En Espana por ejemplo, sélo entre un 5% y un 10% de
los pacientes hipertensos reciben el tratamiento adecuado (Wolf-Maier et al.,
2004). Pese a ello, el coste anual de los tratamientos antihipertensivos es
importante. Teniendo en cuenta los costes directos y los costes indirectos, en
nuestro pais el gasto total que ocasiona esta enfermedad asciende casi a 3000
millones de euros anuales (Rodizio Diaz, 2000). En Estados Unidos, el coste de
los farmacos empleados en el tratamiento de la hipertension arterial y patologias
asociadas, es también considerable. En el afio 2004 superd los 15000 millones de

dolares (Fischer y Avorn, 2004).

En estos Ultimos anos, la sociedad se ha concienciado de la estrecha



relacion que existe entre dieta y salud. Como consecuencia de ello, han irrumpido
con fuerza los alimentos funcionales. El Internacional Life Science Institute (ILSI)
los define como aquellos alimentos que, con independencia de su valor nutricional,
aportan efectos beneficiosos sobre una o mas funciones fisiologicas, y pueden
mejorar el estado de salud y bienestar, o bien pueden reducir el riesgo de
trastornos en el organismo (Diplock et al., 1998). Estos alimentos estan
ampliamente distribuidos en la naturaleza. Dentro de una dieta sana y equilibrada,
los alimentos funcionales deben consumirse en las mismas cantidades en las que

habitualmente se consumen el resto de los alimentos.

La investigacion sobre alimentos funcionales ha dedicado especial atencion
a las proteinas de la dieta. Algunos fragmentos de la secuencia de estas proteinas
pueden liberarse mediante hidrolisis, y una vez liberados exhiben actividad
biolégica. Estos fragmentos, o péptidos bioactivos, se generan usualmente in vivo
por accion de las enzimas gastrointestinales. Pueden también obtenerse in vitro
con enzimas especificas, o producirse durante la elaboracién de determinados

alimentos.

Desde su descubrimiento en 1979, se han descrito péptidos bioactivos con
diferentes actividades biolégicas (Gobbeti et al., 2000). Algunos son capaces de
producir un descenso del tono arterial y permiten controlar la hipertension. Las

estrategias no farmacolégicas para controlar la presion arterial son muy



recomendables, y dentro de este marco de actuacion, es obvio el interés que
actualmente tiene la investigacion sobre péptidos antihipertensivos de origen
alimentario. Los alimentos funcionales que los contienen, pueden representar, de
hecho, una nueva estrategia para la prevencién y/o el tratamiento de una

importante enfermedad en la sociedad actual.

Se han obtenido péptidos antihipertensivos a partir de proteinas de distintos
alimentos de origen animal y vegetal. Los principales son péptidos
antihipertensivos que provienen de proteinas lacteas. Esto es importante, ya que
la leche es un alimento primario. El huevo, un producto fundamental en la
alimentacion actual, y otros alimentos de consumo frecuente como el pescado, el
maiz, la soja y distintos vegetales, pueden ser también una fuente importante de

péptidos antihipertensivos.

El presente capitulo relata los hallazgos mas importantes de la investigacion
actual sobre hidrolizados y péptidos antihipertensivos derivados de proteinas
alimentarias. En él se comentan los posibles mecanismos de accién de estos
péptidos, y se describen las estrategias utilizadas para seleccionarlos y evaluarlos.

Se analizan, asimismo, las perspectivas de utilizacién de estos productos.

La Tabla 1 que aparece en el apartado 8 (ver pagina 72) puede facilitar la



identificacion de los distintos péptidos que aparecen en este texto. En ella figura la
nomenclatura de los diferentes aminoacidos, establecida con codigos de tres y de

una letra



2. Mecanismos implicados en el efecto de los péptidos antihipertensivos de

origen alimentario

Inhibicién de la enzima convertidora de la angiotensina

El principal mecanismo implicado en el efecto de los péptidos
antihipertensivos de origen alimentario, es la inhibicién de la enzima convertidora
de la angiotensina (ECA). La actividad de esta enzima resulta decisiva para la
eficacia de un sistema, el sistema renina-angiotensina, que juega un papel crucial
en el mantenimiento de la tensién arterial, y que juega también un papel
importante en el dafo organico secundario a la elevacion de esta variable. La
modulacion del tono arterial por el sistema renina-angiotensina puede ser, en
realidad, critica en algunos pacientes hipertensos. Expondremos a continuacion
las vias bioquimicas de este sistema, comentando la significacion fisioldgica de los
péptidos que en él se forman. La Figura 1 muestra un esquema de estas vias y
estos péptidos. En el presente apartado se expondran asimismo algunos
conceptos sobre el sistema de las quininas, ya que la ECA también juega un papel
relevante en este sistema. Se estableceran también los requerimientos

estructurales de los compuestos y los péptidos que inhiben la ECA.
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Figura 1: Rutas bioquimicas y péptidos del sistema renina-angiotensina.



La renina es una glucoproteina de 350 aminoacidos, con actividad
proteasa, que presenta alta especificidad de sustrato. Se sintetiza y almacena en
unas ceélulas musculares especializadas, las células yuxtaglomerulares, situadas
en la pared de la arteria renal eferente. Su secrecion esta controlada por distintos
factores, entre los cuales resulta prioritaria la disminucion de la presion de
perfusion renal al bajar la presion arterial sistémica, y también la reduccion de la
carga renal de sodio. La Figura 2 muestra un esquema de la regulacion fisiologica

para la secrecion de renina en el sistema renina-angiotensina.

. . 3 ( . .
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Figura 2: Regulacion fisiologica de la secrecién de renina en el sistema renina-

angiotensina.



Aunque la renina no es una sustancia presora por si misma, es capaz de
iniciar la formacion de un péptido activo a partir de un sustrato proteico
denominado angiotensindgeno. El angiotensindgeno se sintetiza en el higado, esta
presente en la fraccion a, globulinica del plasma y es, en realidad, el uUnico
sustrato para la renina. Esta constituido por glucoproteinas que contienen un
residuo peptidico de 14 aminoacidos, de los cuales los diez primeros
corresponden a la secuencia de la angiotensina. Esta secuencia se libera cuando
la renina actua sobre el angiotensindbgeno a nivel de la union Leu-Leu, pero el
decapéptido que asi se libera, denominado angiotensina |, carece de actividad. La
ECA, una glicoproteina plasmatica, cataliza la conversién de angiotensina | en
angiotensina I, un octapéptido con potente actividad vasoconstrictora. La ECA es
una metaloenzima transmembranal, no especifica, que contiene Zn. Se encarga
de separar dipéptidos carboxi-terminales de diferentes sustratos proteicos, y se
denomina por eso peptidildipeptidasa. Promueve la separaciéon del dipéptido
carboxi-terminal de la angiotensina | actuando sobre la unién Phe-His de este
compuesto (Figura 1). La ECA humana se presenta en dos formas. Una de ellas,
la ECA somatica, tiene un peso molecular (Pm) de 150-180 kDa, y contiene dos
dominios homdlogos que, de acuerdo a su posicion en la cadena, se denominan
N-terminal, o dominio-N, y C-terminal, o dominio-C. Ambos dominios contienen Zn
en el sitio de union, y tienen un centro activo (Deddish et al., 1996). La otra forma
de la ECA tiene bajo Pm (90-100 kDa), se encuentra en el testiculo (ECA
germinativa o testicular), y contiene solamente el dominio-C (Bree et al., 1992;

Williams et al., 1992).



La angiotensina Il ejerce sus acciones a través de su union a receptores
especificos. Los mejor conocidos son los receptores AT, y los receptores AT,. Las
acciones caracteristicas de la angiotensina Il estan mediadas por los receptores
ATy, cuya activacion promueve, entre otras cosas, un incremento de la
concentracion intracelular de calcio, y asimismo un aumento de la contraccién del
musculo cardiaco y del tono arteriovenoso. La activacion de estos receptores

también estimula la sintesis y liberacion de aldosterona en la corteza suprarrenal.

La angiotensina Ill es el primer metabolito de la angiotensina Il. Se forma
cuando una aspartil-aminopeptidasa escinde el aminoacido Asp del extremo
amino-terminal de la angiotensina Il. Se llama por eso también des-Asp-
angiotensina |l. Este heptapéptido conserva todavia una importante actividad
fisiolégica, y tiene afinidad también por receptores ATq y AT,. Puede ser
responsable de algunos de los efectos observados cuando se administra
angiotensina Il, pero sus propiedades no se han esclarecido totalmente, y pueden
variar en distintos tejidos. Se sabe que la angiotensina lll es el principal péptido
efector del sistema renina-angiotensina cerebral. Este compuesto podria ejercer
un control central tonico sobre la presion arterial. En el tejido cerebral la principal
enzima responsable de la formacion de angiotensina lll es la aminopeptidasa A.
Se conoce una via para la sintesis de angiotensina Ill que evita formar

angiotensina Il. En esta via las enzimas actuan en distinto orden. La angiotensina |

10



es hidrolizada en primer lugar por una aspartil-aminopeptidasa, formandose el
nonapéptido des-Asp-angiotensina |. A continuacion, sobre la des-Asp-
angiotensina | actua la ECA, y forma angiotensina Ill (Figura 1) (Gaynes et al.,

1978; Sexton et al., 1979; Garcia del Rio et al., 1981).

El ataque de la angiotensina Ill por la aminopeptidasa N produce otro
metabolito activo de 6 aminoacidos, la angiotensina IV. La angiotensina IV puede
interactuar con los clasicos receptores de la angiotensina Il, los receptores ATq y
AT, pero se han identificado sitios especificos de unidn para angiotensina IV, los
receptores AT, (Swanson et al.,, 1992). Estos receptores aparecen en distintos
tejidos (cerebro, membranas cardiacas, riidn y células de los conductos
colectores humanos). También se expresan en algunos cultivos celulares. Estan
ampliamente distribuidos en el sistema nervioso central, donde su activacién por la
angiotensina |V parece estar vinculada a procesos de memoria, aprendizaje y
desarrollo neuronal. También se atribuye a la angiotensina IV un papel funcional
en la regulacion del flujo sanguineo en diferentes tejidos. El péptido actuaria en el
pulmén como un relajante vascular, pues en las células endoteliales de este
organo, el receptor de angiotensina IV media la activacion de la sintasa de 6xido
nitrico (NO) (Patel et al., 1998). En otros lechos vasculares se ha observado que la
angiotensina IV actua como vasoconstrictora, via receptores AT (Gardiner et al.,
1993; Garrison et al., 1995; Loufrani et al., 1999). El subsiguiente ataque de las
angiotensinas Il y IV por amino- y carboxi-peptidasas, da lugar a péptidos

inactivos (Song y Healy 1999; Turner y Hooper, 2002).

11



Las quininas son péptidos que se forman a partir de sustratos denominados
quinindgenos, presentes en el plasma, la linfa y el fluido intersticial de los
mamiferos. Se forman cuando sobre estos sustratos actuan un grupo de proteasas
séricas, que son similares a otras enzimas conocidas, tales como tripsina,
trombina o plasmina. Las dos principales quininas conocidas son la calidina,
también denominada Lys-bradiquinina, con 10 aminodacidos, y la bradiquinina, un
potente vasodilatador que tiene 9 aminoacidos. Aparentemente existe otra quinina
con 11 aminoacidos, la Met-Lys-bradiquinina. Estas quininas se inactivan por
distintas enzimas plasmaticas y tisulares; es decir, por enzimas que se encuentran
en la sangre o en las membranas celulares. El ataque de las quininas en el
extremo amino-terminal no puede considerarse propiamente una inactivacion, ya
que las aminopeptidasas que actuan en este extremo liberan los aminoacidos Met
y Lys, y permiten la formacion de calidina a partir de la Met-Lys-bradiquinina, y de
bradiquinina a partir de calidina. Esas aminopeptidasas son semejantes a la
tripsina. Sobre el enlace Arg-Pro de la bradiquinina podrian actuar prolidasas e
imidopeptidasas, pero estas enzimas se duda que participen fisiolégicamente en la
inactivacion de la bradiquinina. Las enzimas proteoliticas que actuan a nivel del
grupo C-terminal de las quininas son, en realidad, las que tienen a su cargo la
inactivacion de estos péptidos. Se conocen dos enzimas que actuan sobre este
grupo, la quininasa | y la quininasa Il. Ambas son métalo proteinas. La quininasa |
produce metabolitos activos, y la quininasa Il, que es la que proporciona

metabolitos biologicamente inactivos, se cree que es idéntica a la ECA. La ECA se

12



encarga también, por lo tanto, de la hidrdlisis e inactivaciéon de la bradiquinina, y
de la hidrdlisis de otros potentes péptidos vasodilatadores (Figura 1). La
bradiquinina ejerce su accién vasodilatadora a través de receptores B
endoteliales, que median la sintesis y liberacion de prostaglandinas, NO y factor
hiperpolarizante derivado del endotelio (Bernier et al., 2000; Tom et al., 2002;

Landmesser y Drexler, 2006).

La inhibicién de la ECA supone la inhibicion de la formacion de distintos
compuestos vasoconstrictores (entre ellos, la angiotensina Il, que es la sustancia
presora mas potente que se conoce) y la inhibicion de la degradacion de distintas
sustancias vasodilatadoras (entre ellas, la bradiquinina, que es el mas potente de
los vasodilatadores conocidos). Sin embargo, cuando se inhibe la ECA, no se
bloquea completamente la produccion de angiotensina Il. Esto se debe, en parte,
a la conversion de angiotensina | en angiotensina Il por accién de distintas
quimasas. Tiene especial importancia la quimasa que hidroliza la angiotensina I,
aislada en los mastocitos y en las células endoteliales del corazén humano
(Husain, 1993). En el ventriculo izquierdo del corazén humano, la formacion de
angiotensina Il por accion de esta quimasa parece mas importante que la
formacion de este compuesto por accion de la ECA (Urata et al., 1996; Song y
Healy 1999; Turner y Hooper, 2002). Hay también que tener en cuenta que
ademas de la via clasica, existen otras vias enzimaticas de sintesis de
angiotensina Il. Se ha postulado una via puente de formacion de angiotensina Il

sorteando la ECA, en la que se forma previamente angiotensina 1-9 (Figura 1).
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Esta via tiene mayor importancia en tejidos como el corazéon, los vasos
sanguineos y el sistema nervioso. Asi, en el corazéon humano, la catepsina Ay la
ECA, son responsables de procesar angiotensina | en angiotensina 1-9
(Donoghue et al., 2000). Otras metalopeptidasas (prolil-endopeptidasas) producen
a partir de angiotensina |, angiotensina 1-7, péptido que también puede generarse
a partir de angiotensina Il. La angiotensina 1-7 puede considerarse una hormona
paracrina que contrabalancea negativamente las acciones de la angiotensina |l en
el sistema cardiovascular, en el rindn y en el sistema nervioso central. Posee
efectos antiproliferativos y vasodilatadores, que estan mediados por la liberacion
de NO vy prostaglandinas (Almeida et al., 2000). La ECA tiene también la
propiedad de procesar la angiotensina 1-7 a angiotensina 1-5, y lo hace con una
rapidez 100 veces mayor por el dominio-N que por el dominio-C (Deddish et al.,
1998), lo que evidencia que los dos dominios de la ECA pueden tener diferentes
funciones. La concentracion de angiotensina 1-7 aumenta significativamente
durante la administracion de inhibidores de la ECA, y se sospecha que el aumento
de este péptido esta relacionado con el efecto beneficioso de estos compuestos.
La angiotensina 1-5 no aparece practicamente en el plasma. No participa en la

modulacion de la presion arterial y su funcidn seria unicamente central.

Clasicamente se ha considerado al sistema renina-angiotensina un sistema
circulante de accion endocrina, pero hoy dia se sabe que la mayoria de sus
componentes se expresan en grado variable en diferentes tejidos. Este sistema

cumple funciones diversas en ellos. Se sabe, concretamente, que los vasos
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sanguineos pueden sintetizar y secretar angiotensina Il. Este péptido ejerce
efectos locales paracrinos/autocrinos/intracrinos sobre las funciones vasculares. El
acido ribonucleico mensajero de la renina estad, sin embargo, pobremente
expresado en el tejido vascular, y no parece que la sintesis local de angiotensina |l
contribuya demasiado a la generacion de este péptido en los vasos. Se ha aludido
a una internalizacién de la renina plasmatica en la pared vascular. Se piensa que
la renina y la angiotensina Il de origen sistémico controlarian sobre todo las
funciones vasculares agudas, tales como el tono vascular y la presion sanguinea.
El sistema renina-angiotensina local seria, sin embargo, responsable del

mantenimiento y la reparacion de los tejidos.

Los inhibidores de la ECA se descubrieron en los venenos de algunas
viboras como péptidos inhibidores de la quininasa Il, que potenciaban a la
bradiquinina (Cushman et al., 1973; Ondetti et al., 1977). Estos péptidos, que
tenian entre 5 y 13 aminoacidos, se aislaron primero y se sintetizaron después.
Eran potentes y especificos, pero no resultaban los compuestos ideales para
inhibir la ECA, ya que su molécula era relativamente grande para la interaccion
enzimatica, y no eran activos por via oral. El mas activo fue un péptido
denominado teprétido, con 9 aminoacidos. En la figura 3 se representa su
interaccion con la ECA, al igual que la interaccién de la angiotensina | con esta
enzima. Mas tarde se sintetiz6 el captopril, un octapéptido inhibidor especifico de
la enzima, que tenia una estructura mas adecuada y resultaba activo por via oral.

Este compuesto encabeza un grupo farmacolégico, conocido propiamente como
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los inhibidores de la ECA, que es en la actualidad prioritario para el tratamiento de
la hipertensién. Los farmacos que lo componen ejercen su accion interaccionando
con el grupo Zn que contiene la ECA en su centro activo. Este es también el lugar
de union de la enzima a la angiotensina |. En la Figura 3 se puede ver la
interaccion del captopril y de la angiotensina | con la ECA. Los inhibidores de la
enzima impiden la transformacién de angiotensina | en angiotensina Il, y bloquean
la cascada del sistema renina-angiotensina-aldosterona, pero no impiden las
acciones de la angiotensina Il. Algunos de los componentes del grupo contienen
un grupo sulfhidrilo, y estan estructuralmente relacionados con el captopril. Otros
presentan una estructura distinta, y muchos son profarmacos inactivos que tienen
una biodisponibilidad mejor, pero que necesitan que actue sobre ellos una
esterasa in vivo para generar el compuesto activo. Recientemente se ha
constatado que los inhibidores de la ECA son también capaces de estimular la
sintesis de NO, y lo hacen a través de una activacion directa de los receptores B,
que se expresan sobre todo en situaciones patologicas (Marceau et al., 1995;

1997; Ni et al., 1998).
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Angiotensina |

Asp — Asg — Val — Tyr — Ile — His — Pro — Phe} His — Leu
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< Glu — Trp — Pro — Arg— Pro — GIn — Il _ Pro — Pro
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HS- CHZ-CH c N =0

Ile — Pro _ Pro

Figura 3: Interaccion de la angiotensina |, teprétido, captopril y el péptido IPP,

derivado de proteinas lacteas, con la enzima convertidora de angiotensina.
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No se conocen con exactitud los requerimientos estructurales de los
péptidos de origen alimentario que inhiben la ECA. La inhibicién de la enzima
parece implicar la interaccién de estos péptidos con alguna zona anidnica distinta
del sitio catalitico de la enzima, o con subsitios de la enzima normalmente no
ocupados por otros substratos (Meisel, 1997). Estos péptidos son usualmente
secuencias de 2 a 12 aminoacidos, aunque algunos contienen hasta 27
aminoacidos. La relacion estructura-actividad parece mas clara para los que tienen
menos de 7 aminoacidos. La unién enzimatica esta especialmente condicionada
por la secuencia tripeptidica carboxi-terminal de los péptidos, que puede
interaccionar con tres regiones del centro activo de la ECA. La union se favorece
por la presencia de aminoacidos hidrofobos en alguna de estas 3 ultimas
posiciones. Los residuos Trp, Tyr, Phe y Pro son los que en principio mas
favorecen la unién (Ondetti y Cushman, 1982). Lo mas importante y decisivo para
la unién, es que el aminoacido Pro ocupe justo el extremo carboxilico (Rohrbach et
al., 1981). Hay que tener en cuenta, que la estructura rigida del anillo de la Pro,
permite que la orientacion del grupo carboxilo sea muy adecuada para
interaccionar con la enzima (Cushman et al., 1977). La presencia del residuo Pro
en la penultima posicién del extremo carboxilico, no parece, sin embargo, que
favorezca la union (Cheung et al., 1980). La secuencia carboxi-terminal Phe-Ala-
Pro (FAP), andloga a la que presentaba el inhibidor de la ECA inicialmente
encontrado en los extractos de veneno de serpiente, es una de las mas favorables
para la union al sitio catalitico de esta enzima. Los péptidos pueden adoptar
distintas configuraciones, y esto es también importante. El cambio en la posicion

carboxi-terminal de la forma trans a la forma cis del aminoacido Pro, puede
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ocasionar modificaciones importantes de la actividad (Gomez Ruiz et al., 2004a).
Se ha sugerido también que la actividad inhibidora de la ECA, aumenta por la
presencia del aminoacido Leu en el extremo carboxi-terminal (Kim et al., 2001;
Gbémez-Ruiz et al., 2004b). Aumenta asimismo por la presencia en este extremo
de aminoacidos que presentan carga positiva, tales como Lys con el grupo ¢-
amino, y Arg con el grupo guanidino. La presencia de un aminoacido aromatico en
la antepenultima posicién también favorece la union a la ECA (Cheung et al.,
1980). La ECA presenta, por el contrario, poca afinidad por sustratos que
presentan en su extremo carboxilo aminoacidos dicarboxilicos (Erdds, 1976;
Cushman et al., 1977; Cheung et al., 1980). El extremo amino-terminal del péptido
también podria influir en la actividad inhibidora de la ECA. La presencia de Val, o
de lle, en esta posicién, la incrementa (Cheung et al., 1980). La conformacién D o
L es ademas muy importante para la actividad inhibidora de la ECA. Algunos
enantiomeros L presentan hasta 100 veces menos actividad que los

correspondientes enantiomeros D (Cushman et al., 1977).

La inhibicion de la formacion de angiotensina Il in vitro, que refleja la
interaccion en estas condiciones de un compuesto con la ECA, es un “test’
frecuente para evaluar farmacos antihipertensivos. La potencia para inhibir la ECA
se expresa usualmente como la concentracién, o dosis de un compuesto,
necesaria para inhibir el 50% de la actividad de la enzima (ICs). El captopril,
farmaco considerado prototipo para inhibir la ECA, presenta un valor de ICsg

préoximo a 0.02 uM (Suetsuna, 1998; Fujita y Yoshikawa, 1999; Matsui et al.,
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1999). Se han utilizado técnicas espectrofotométricas, fluorimétricas,
cromatograficas y de electroforesis capilar, para medir in vitro la capacidad
inhibidora de la ECA de los hidrolizados y péptidos procedentes de proteinas
alimentarias. Su ICsp, asi establecido, representa también una aproximacion del
posible efecto antihipertensivo de estos compuestos (Li et al., 2005). Uno de los
métodos mas utilizados para obtener el valor de ICsy de estos péptidos, es el de
Cushman y Cheung (1971) (Cushman y Cheung, 1971), posteriormente
modificado por Nakamura et al. en 1995 (Nakamura et al., 1995a). Este método
utiliza el compuesto hipuril histidil leucina, en vez de angiotensina |, como sustrato
para reaccionar con la ECA. Cuando la ECA reacciona con la angiotensina |, se
libera el dipéptido His-Leu (HL) y angiotensina Il. Cuando esta enzima actua sobre
este otro sustrato, libera el mismo dipéptido y acido hipurico. Después de haber
extraido el acido con etil acetato, se cuantifica la cantidad de acido hipurico
liberada, que refleja la actividad de la ECA. Se ha utilizado también otro método
espectrofotométrico, basado en la liberacion del dipéptido Gly-Gly (GG) cuando la
ECA reacciona con el derivado furanocriloil del tripéptido Phe-Gly-Gly (FGG), para
establecer la inhibicién de esta enzima que produce un compuesto (Vermeirssen
et al., 2002a). Este método también se ha intentado mejorar introduciendo algunas
modificaciones (Murray et al., 2004). Hay que tener en cuenta, sin embargo, que
ninguno de los procedimientos utilizados es exacto, y que los resultados que
proporcionan unos y otros métodos no son homogéneos, pues la sensibilidad de

cada uno es distinta.
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Efecto vascular directo y mediado por liberacion de factores endoteliales.

La pared de las arterias esta constituida por tres capas perfectamente
determinadas morfolégicamente: intima (o endotelio), media y adventicia. El
endotelio y la capa media estan separadas por una lamina elastica (elastica
interna), y a su vez, la capa media y la adventicia estan separadas por la lamina

elastica externa (Rhodin, 1978) (Figura 4).

Adventicia

Lamina elastica externa

Lamina elastica interna

Intima (células endoteliales)
Media (células musculares)

Figura 4: Representacion esquematica de la estructura de la pared arterial y sus

componentes.
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Durante muchos afios, se pensoé que solo era relevante la capa media de la
pared vascular. Esta capa estd formada principalmente por musculo liso, y
funciona como el sistema efector donde se produce la contraccion y la relajacion
vascular. Las investigaciones de Furchgott cambiaron, sin embargo, muchas de
las ideas sobre la funcionalidad vascular vigentes hasta entonces. En 1980,
Furchgott y Zawadki (Furchgott y Zawadki, 1980) demostraron que la relajaciéon
vascular inducida por acetilcolina era dependiente de la presencia de endotelio.
Esta relajacion se debia a la liberacion de un factor labil, que se denomind
inicialmente factor relajante derivado de endotelio, y que se identifico
posteriormente como NO (Palmer et al., 1987; Ignarro et al., 1988). Estos
hallazgos permitieron establecer que el endotelio no era una simple barrera fisica
entre la sangre y la musculatura lisa vascular. Se llegé a la conclusion de que el
tono vascular estaba regulado por factores vasodilatadores y vasoconstrictores,
liberados mayoritariamente por el endotelio vascular. En realidad, hoy dia, se sabe

que el endotelio actua como una extensa glandula endocrina y paracrina.

El endotelio es un tejido activo y dinamico distribuido en todo el organismo.
Este tejido esta involucrado en el mantenimiento de la homeostasis vascular en
situaciones fisioldgicas, y puede perder su funcionalidad en diversos estados
patoldgicos. Las células endoteliales cumplen funciones de soporte en los vasos
sanguineos, y regulan el transporte de macromoléculas y sustancias entre el
plasma y el intersticio. También producen moléculas o factores biolégicamente

activos que pueden liberarse como respuesta a estimulos mecanicos y a
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determinadas condiciones metabdlicas (Simon et al.,, 2001). Se han identificado
distintos factores endoteliales vasoconstrictores. Entre ellos, figuran los aniones
superoxido, endoperédxidos, tromboxano A, y la endotelina. Los principales
factores endoteliales vasodilatadores que se conocen son la prostaciclina, el NO y
un factor de naturaleza todavia desconocida denominado factor hiperpolarizante

derivado de endotelio.

La disfunciéon endotelial puede definirse como un disbalance entre la
sintesis, la liberacion o el efecto, de los factores endoteliales vasoconstrictores y
los factores endoteliales vasodilatadores. De forma simplificada, podriamos
definirla también como la pérdida de la capacidad vasodilatadora del endotelio,
producida por una disminucién en la cantidad de NO (Pepine, 1998; Granger y
Alexander, 2000). La disfuncién endotelial se reconoce como un fendbmeno de
aparicion temprana en diversas enfermedades y patologias cardiovasculares, tales

como hipercolesterolemia, hipertension y diabetes mellitus.

La funcionalidad del endotelio puede estudiarse con preparaciones de
arterias aisladas. Se induce en ellas la relajacion con agentes que liberan en el
endotelio factores vasodilatadores. Lo mas usual, es utilizar anillos de alguna
arteria, que se montan en bafios de organos tradicionales, en condiciones
fisiologicas de temperatura y pH. Para montarlos, se introducen dos alambres de

acero a través del lumen del anillo; uno de estos alambres se fija a la pared del
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bano, y el otro se acopla a un transductor de fuerza isométrica que a su vez esta

acoplado a un amplificador. Este amplificador envia la sefial a un ordenador, y

mediante un programa informatico, se pueden registrar los cambios de tension o

de actividad mecanica del tejido; es decir, se puede registrar la contraccién o

relajacion del anillo arterial (Figura 5).

95% CO,
5% O,

TRANSDUCTOR
Tension =29 AMPLIFICADOR
~_ — pH=7.3
CINa 118.2 mM
] | —1|ckarmm
CO;HNa 6.25 mM
\> Cl,Ca2.5mM
j:"l Glucosa 10 mM
37°C
(@)
ogi;
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Figura 5: Bafio de érganos utilizado para los estudios de reactividad vascular.
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El efecto antihipertensivo de algunos péptidos derivados de proteinas
alimentarias, es superior al efecto previsto por la potencia que dichos péptidos
presentan in vitro para inhibir la ECA. El efecto antihipertensivo de estos péptidos
puede justificarse en ocasiones por su efecto relajante directo del musculo liso
vascular. Los péptidos derivados de proteinas alimentarias producen ademas en

otras ocasiones un efecto vasodilatador endotelio dependiente.

Merece la pena citar el caso del péptido Leu-Lys-Pro-Asn-Met (LKPNM),
obtenido por digestién con termolisina de “Katsuo-bushi”, una comida tradicional
japonesa elaborada a partir de bonito desecado. Este péptido presenta un efecto
antihipertensivo mayor al previsto por su capacidad para inhibir la ECA in vitro. En
este contexto también podemos citar el caso del péptido Leu-Lys-Pro (LKP), que
se produce cuando la ECA hidroliza la secuencia LKPNM. Los valores de ICs de
estos péptidos, y sus efectos antihipertensivos en ratas hipertensas, se
compararon con los de captopril (Fujita y Yoshikawa, 1999). El captopril tuvo un
valor de ICso = 0.022 uM, y su dosis eficaz minima fueron 1.25 mg/kg. El péptido
LKPNM, con un valor de IC5y = 2.4 uM, bastante mas alto que el de captopril, se
considerd un inhibidor de la ECA semejante a los profarmacos que inhiben la
enzima. Su dosis eficaz minima fueron 8 mg/kg, y su efecto maximo, al igual que
el de captopril, se observd 4 horas después de su administracion oral. El péptido
LKP, con un valor de ICsp = 0.32 uM, también mayor que el de captopril, mostré su

efecto maximo 2 horas después de su administracién oral, y presenté una dosis
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eficaz minima de 2.25 mg/kg. En base a todas las determinaciones realizadas,
pudo establecerse que ambos péptidos, LKPNM y LKP, mostraban efectos
antihipertensivos claramente superiores a los esperados por su potencia inhibidora
de la ECA in vitro. Este hecho se relacion¢ inicialmente con la afinidad tisular de
estos péptidos y con su lenta eliminacién. Se sugiri6 posteriormente que otros
mecanismos adicionales, distintos de la inhibicion de la ECA, podrian colaborar al

efecto antihipertensivo de estos, y de otros, péptidos de origen alimentario.

Hoy dia se sabe en realidad, que algunos de los péptidos derivados de
proteinas alimentarias, entre ellos los derivados del bonito desecado, presentan
efectos directos en el musculo liso vascular (Kuono et al., 2005). En otros muchos
casos, el efecto antihipertensivo que se observa al administrar los péptidos de
origen alimentario, puede justificarse porque estos compuestos son capaces de
modular la liberacion desde el endotelio de factores que relajan, o contraen, el
musculo liso vascular. Los péptidos producen, por ello, un efecto vascular
endotelio dependiente. En un hidrolizado de bonito se encontraron, por ejemplo,
péptidos inhibidores de la enzima convertidora de endotelina (Okitsu et al., 1995).
Esta enzima es necesaria para la sintesis de endotelina, un potente
vasoconstrictor endotelial (Yanagisawa et al., 1988). Asimismo, la lactokinina, un
péptido que corresponde a la secuencia Ala-Leu-Met-Pro-His-lle-Arg (ALMPHIR),
inhibe la liberacion de endotelina en el endotelio (Maes et al., 2004). Para
interpretar el efecto de la lactokinina, hay que tener en cuenta que cuando este

péptido se administra por via oral, las proteinasas pueden degradarlo, y que al
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actuar estas enzimas se generan también productos con actividad inhibidora de la
ECA (Murakami et al., 2004; Walsh et al., 2004). Lo mas usual es, sin embargo,
que los péptidos que no pueden justificar su efecto antihipertensivo por su
potencia inhibidora de la ECA, faciliten la liberacion endotelial de factores que
relajan el musculo liso vascular, tales como prostaciclina o NO, y lo pueden hacer
activando distintos receptores endoteliales. Se sabe, por ejemplo, que el efecto
vasodilatador de la ovokinina, un péptido antihipertensivo derivado de proteinas de
huevo que describiremos con mas detalle en otro apartado de este capitulo, puede
estar relacionado con la activacion de receptores B4 endoteliales que estimulan la
liberaciéon de prostaciclina en este tejido (Fujita et al., 1995a). Asimismo, un
derivado de la ovokinina, la ovokinina (2-7), presenta efectos relajantes vasculares
y antihipertensivos, y estos efectos se han relacionado con la activacion de
receptores B, en el endotelio y con la liberacion de NO en este tejido (Matoba et
al., 1999, 2001; Scruggs et al., 2004). También se sabe que la a-lactorfina,
fragmento f(50-53) de la a-Lactoglobulina, que corresponde a la secuencia Tyr-
Gly-Leu-Phe (YGLF), produce relajacion endotelio dependiente en las arterias
mesentéricas de ratas hipertensas. Esta relajacién se inhibe con un inhibidor de la
sintasa de NO, y cabe por ello pensar que el efecto antihipertensivo de este
péptido pueda relacionarse con la liberacién endotelial de NO (Sipola et al., 2002).
La naloxona antagoniza el efecto de la a-lactorfina cuando este péptido se
administra por via subcutanea, pero las dosis antihipertensivas de a-lactorfina no
ocasionan antinocicepcion ni sedacién, y tampoco ocasionan otros efectos
mediados por receptores opioides del sistema nervioso central (ljas et al., 2004).

Es desde luego improbable que los péptidos antihipertensivos derivados de
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proteinas alimentarias, puedan ejercer efectos sobre la presion arterial por accion
central. Se ha senalado que el efecto antihipertensivo de la a-lactorfina, y la
liberacion de NO provocada por este péptido, podrian estar mediados por el
estimulo de receptores opioides periféricos (Nurmeinin et al., 2000; Sipola et al.,
2002). En distintos tejidos periféricos como el endotelio vascular (Saeed et al.,
2000), algunos nervios simpaticos (Hughes et al., 1977) y las glandulas adrenales
(Viveros et al., 1979), existen, de hecho, receptores opioides relacionados con la
regulacién de la presion arterial. Algunos péptidos opioides enddgenos podrian

modular esta variable actuando en dichos receptores (Sirén y Feuerstein, 1992).

Merece la pena comentar un poco mas la posibilidad de que los péptidos de
origen alimentario activen receptores opioides. Se ha discutido ampliamente la
relacion entre esta activacion y la regulacion de la presion arterial. Desde hace
tiempo se sabe concretamente, que los péptidos lacteos pueden comportarse
como agonistas de estos receptores, y se sabe también que pueden ejercer un
control de la presion arterial. El estudio de la actividad opioide en un hidrolizado de
proteinas lacteas, dio incluso lugar al nacimiento del término “exorfina”. Este
término se aplicaria a un péptido opiaceo de origen dietético, en contraposicion al
término “endorfina”, utilizado para péptidos opioides endégenos (Fazel, 1998). Se
han estudiado las caracteristicas estructurales que determinan que los péptidos
alimentarios activen los receptores opioides. Excepto en el caso de los péptidos
derivados de la a-caseina, podemos decir que la caracteristica estructural comun

entre los agonistas opioides peptidicos exdgenos y enddgenos, es la presencia de
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Tyr en el extremo amino-terminal. La carga negativa localizada en el grupo
fendlico de la Tyr parece esencial para la actividad opioide. La eliminacion de este
aminodacido provoca la pérdida de la actividad del péptido (Chang et al., 1981). La
presencia de otro aminoacido aromatico, Phe o Tyr, en la tercera o cuarta posicion
del extremo aminico, favorece también la fijacién del péptido al receptor opioide
(Meisel, 1998). Asimismo, la presencia de Pro en la segunda posicién es crucial
para la actividad bioldgica, ya que este aminoacido mantiene la orientaciéon de las
cadenas de Tyr y Phe (Mierke et al., 1990). Se han descrito también péptidos de
origen alimentario que se comportan como antagonistas de los receptores
opioides. Estos péptidos suprimen la actividad agonista de las encefalinas, y
producen el mismo efecto que la naloxona (Fiat et al., 1993). En este grupo de
péptidos antagonistas de los receptores opioides se incluyen las casoxinas
procedentes de la k-caseina y de la asi-caseina de la leche (Chiba et al., 1989;
Yoshikawa y Chiba, 1990). Se incluyen también algunos ligandos de los
receptores u con baja actividad antagonista y las lactoferroxinas. Estas ultimas son
péptidos derivados de la lactoferrina, que actuan como ligandos de los receptores

M con moderada actividad antagonista (Yoshikawa et al., 1988).
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Efectos antioxidantes

El estrés oxidativo se define como un estado en el cual existe un
desequilibrio entre las especies con alto poder oxidante y los sistemas de defensa
antioxidantes (Halliwel, 1996). El metabolismo normal en el hombre lleva a la
produccidon de especies reactivas de oxigeno, que se generan en la mitocondria
como parte del metabolismo celular. Entre ellas, el radical hidroxilo (OH), el
radical superoxido (Oz) y el radical peroxido (ROO'). Otros metabolitos reactivos
del oxigeno, como el peréxido de hidrogeno (H203), no son propiamente radicales,
pero todas estas especies oxidantes pueden ser el origen del dafio celular. Se
producen especificamente por fagocitos y otras células como respuesta frente a
agentes externos. Reaccionan quimicamente con los componentes de las células,
modificando o suprimiendo su funcion biolégica. Asi, por ejemplo, el dafo
oxidativo en el acido desoxirribonucleico juega un papel crucial en la iniciacion,
promocion y propagacion de ciertos tipos de cancer. La peroxidacion lipidica
contribuye asimismo significativamente al desarrollo de la arteriosclerosis, y el
dafo oxidativo en las proteinas se asocia a afecciones cronicas ligadas al
envejecimiento, tales como enfermedades inflamatorias, cataratas, etc. (Ames et
al., 1993). Algunos estudios sugieren que las dietas ricas en componentes
antioxidantes pueden disminuir la incidencia de estos problemas de salud. La
relacion entre actividad antioxidante y actividad antihipertensiva de muchos
compuestos parece hoy dia evidente. La deficiencia en antioxidantes se sabe que

esta claramente implicada en el desarrollo de hipertension. Estudios clinicos han
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demostrado que los pacientes hipertensos presentan un incremento en la
produccién de especies reactivas de oxigeno (Mehta et al., 1994; Lacy et al.,

1998) y una disminucién en la actividad antioxidante (Sagar et al., 1992).

El sistema renina angiotensina se ha relacionado con la induccion de estrés
oxidativo. Uno de los principales efectos deletéreos de la angiotensina Il es el
aumento en la formacion de especies reactivas de oxigeno, pues este compuesto
activa una potente oxidasa de membrana (NADH/NADPH), y produce anion
superoxido (O2-) y peréxido de hidrogeno (H.0O,) (Rajagopalan et al., 1996;
Laursen et al.,, 1997; Dzau, 2001). La reaccion quimica entre las especies
reactivas de oxigeno y el NO producido en el lecho vascular, da lugar a la
formacion de peroxinitritos (OONO') con potente actividad oxidante. Estos
compuestos pueden oxidar el acido araquidénico, y pueden liberar por este

mecanismo un potente agente vasoconstrictor, el isoprostano (Figura 6).
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Figura 6: Efectos de la angiotensina Il en el lecho vascular.
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La angiotensina Il también puede estimular la sintesis de endotelina, y este
péptido puede aumentar ademas por el estrés oxidativo (Fukunaga et al., 1995).
Por lo tanto, la angiotensina Il induciria una reduccién de NO, un incremento de
isoprostanos y un incremento de endotelina. Todo ello puede explicar como se
mantiene la hipertension en situaciones patoldgicas que cursan con aumento de

angiotensina Il.

Los inhibidores de la ECA inhiben la formaciéon de angiotensina Il e
incrementan los niveles de bradiquinina. Estos farmacos mejoran por tanto el
estrés oxidativo. Al iniciar el tratamiento con inhibidores de la ECA se observa que
mejora la hipertension, y que disminuyen los niveles de anidon superoxido. El
captopril, prototipo de farmaco inhibidor de la ECA, posee propiedades
antioxidantes (Gurer et al., 1999; Baykal et al., 2003). Distintos compuestos que
presentan actividad antioxidante poseen asimismo capacidad para inhibir in vitro la
ECA. Estos compuestos podrian reducir la presion arterial mediante una

combinacién de sus acciones vasodilatadoras y antioxidantes (Baykal et al., 2003).

Existen pocos estudios sobre la actividad antioxidante de los compuestos
de naturaleza proteica, pero se ha comprobado que la actividad antioxidante de
las proteinas aumenta tras su hidrélisis con diferentes enzimas (Yee y Shipe,
1981), o al menos se mantiene (Rival et al., 2001a). Varios péptidos derivados de

caseinas (Suetsuna et al., 2000; Rival et al.,, 2001b), y algunos péptidos
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procedentes de otras fuentes (Srinivas et al., 1992; Kudoh et al., 2003; Sun et al.,
2004) tienen propiedades antioxidantes. La actividad antioxidante que se obtiene
para estos péptidos varia en funcién del método que se utiliza para determinarla,
lo que dificulta poder establecer una relacion estructura-actividad. Nuestro grupo
ha valorado la actividad antioxidante de un hidrolizado de ovoalbumina con
pepsina. Valoramos también la actividad antioxidante de los péptidos que se
aislaron en dicho hidrolizado, y también la de algunos de sus aminodacidos.
Obtuvimos concretamente el valor ORAC-FL (“oxygen radical absorbance
capacity-fluoresceine”) de estos productos. Este parametro permite medir la
actividad neutralizadora de radicales (Davalos et al.,, 2004a). Para el ensayo de
valoracion, se emplean radicales peroxilo, los mas abundantes en los sistemas
biolégicos. Los péptidos Tyr-Ala-Glu-Glu-Arg-Tyr-Pro-lle-Leu (YAEERYPIL) y Ser-
Ala-Leu-Ala-Met (SALAM) mostraron actividad antioxidante alta, y los péptidos
Tyr-Glin-lle-Gly-Leu (YQIGL) y Tyr-Arg-Gly-Gly-Leu-Glu-Pro-lle-Asn-Phe
(YRGGLEPINF) mostraron actividad antioxidante intermedia. Los restantes
péptidos mostraron una actividad antioxidante escasa o nula. El valor ORAC-FL
del péptido YAEERYPIL fue casi 6 veces mas elevado que el del a-tocoferol, pero
fue aproximadamente 2 veces mas bajo que el del acido cafeico, y fue 3 veces
mas bajo que el del flavonoide quercetina (Appel et al., 1997; Davalos et al.,
2004b). Cabe resaltar que también se comprobd que el péptido YAEERYPIL era
un inhibidor muy potente de la ECA, que tenia un valor de 1C5y = 4.7 yM. De todos
los aminoacidos estudiados, la Tyr mostré el valor ORAC-FL mas alto. La actividad
antioxidante de los péptidos YAEERYPIL, YQIGL e YRGGLEPINF podria deberse

a la presencia de este aminoacido, que ocupa la posicion amino-terminal en ellos.
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Algunas hormonas peptidicas pierden de hecho su actividad antioxidante cuando
se les retira el residuo Tyr (Moossman y Belh, 2002). Al igual que los compuestos
fendlicos, el aminoacido Tyr puede transferir el atomo de hidrégeno de su grupo
hidroxilo, rompiendo asi la cadena de transferencia de electrones. Es probable que
el radical oxigeno atrape el atomo de hidrogeno de la Tyr, lo que conllevaria la
formacion de un radical mas estable. La actividad neutralizadora de radicales de
los hidrolizados de proteinas de carne se atribuye a la presencia en ellos de Tyr,
His y Met (Saiga et al., 2003). La Met podria ser el principal responsable de la
actividad secuestradora de radicales libres del péptido SALAM. La actividad
antioxidante de este aminoacido se explica porque su grupo sulfhidrilo resulta
faciimente oxidable a sulféxido (Stadman et al., 1993; Vogt, 1995). Para la
actividad antioxidante, no sélo es importante la presencia de determinados
aminoacidos en un péptido; la disposicion de esos aminoacidos en la cadena
peptidica puede ser también decisiva (Tsuge et al., 1991). Chen et al., en 1996,
confirmaron esta idea estudiando la actividad antioxidante de 28 péptidos
derivados del péptido Leu-Leu-Pro-His-His (LLPHH). Este péptido se habia aislado
de una proteina de soja digerida con diferentes enzimas, y se comprobd que la
actividad antioxidante del péptido Pro-His-His (PHH) era mucho mayor que la del

péptido His-Pro-His (HPH), o la del péptido His-His-Pro (HHP) (Chen et al., 1996).

La oxidacion de los lipidos favorece el desarrollo de arteriosclerosis, una
patologia que acompafia y favorece en muchos casos el estado hipertensivo. Mas

concretamente, la oxidacion de las lipoproteinas de baja densidad (LDL)
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contribuye claramente al desarrollo de las placas de ateroma. Por estos motivos,
también se han establecido métodos de laboratorio que detectan y cuantifican el
efecto de los péptidos sobre la oxidacion lipidica. Estos métodos permiten prever
si los péptidos de origen alimentario van a poder paliar la oxidacién de las LDL in
vivo. En el laboratorio puede, por ejemplo, determinarse la capacidad de los
péptidos para inhibir la oxidacién de las LDL inducida por Cu®". El péptido
YAEERYPIL, que tiene una potente actividad inhibidora de la ECA, y que también
exhibe una elevada actividad neutralizadora de radicales libres (3.8 veces superior
a la del Trolox, un analogo de la vitamina E), retrasa ademas la oxidacién de las

LDL inducida por Cu®* (Davalos et al., 2004b).

Cabe finalmente senalar en este apartado, que algunos ensayos han
demostrado que las caseinas de la leche son capaces de quelar el hierro in vitro, e
inhibir la peroxidacién lipidica (Cervato et al., 1999). Algunos estudios recientes
han descrito la actividad antioxidante de la leche humana (VanderJagt et al., 2001)
y de las proteinas del suero (Tong et al., 2000), pero son, en realidad, necesarios
mas estudios que corroboren la accion antioxidante de las proteinas lacteas en

animales de experimentacion y en humanos.
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3. Estrategias para la obtencion de péptidos antihipertensivos derivados de

proteinas alimentarias

Para obtener péptidos antihipertensivos a partir de las proteinas
alimentarias, es usual provocar la hidrolisis de estas proteinas exponiéndolas a
distintas enzimas. La hidrdlisis proteica enzimatica tiene varias ventajas. Entre
ellas, la rapidez del proceso, la alta especificidad, el coste moderado, y la
posibilidad de obtener productos de alta calidad que pueden comercializarse a

gran escala (Clemente et al., 2000).

Se asume que en la mayoria de los casos los péptidos antihipertensivos
derivados de proteinas alimentarias seran inhibidores de la ECA. La hidrdlisis
enzimatica de la proteina de origen proporciona un hidrolizado que debe por eso
caracterizarse como inhibidor de esta enzima. Este hidrolizado debe ademas
caracterizarse por su posible efecto antihipertensivo, pues como comentaremos en
breve, los compuestos que muestran actividad inhibidora de la ECA in vitro no
siempre presentan efectos sobre la presion arterial cuando se administran. Este
hidrolizado se somete después a una ultrafiltracién a través de membranas, y esto
permite obtener una fraccion (o “permeado”) del hidrolizado, que usualmente tiene
un valor inferior de 1Cso que el propio hidrolizado (Visser et al., 1989; Turgeon y
Gauthier, 1990; Vreeman et al., 1994; D’Alvise et al., 2000). Esto se puede

explicar facilmente, ya que esta fraccion esta enriquecida en péptidos pequefios,
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que son los que presentan una potencia inhibidora de la ECA mayor (Mullally et
al., 1997a; Fuijita et al., 2001; Miguel et al., 2004). La mayoria de los péptidos que
inhiben la ECA corresponden, en realidad, a secuencias cortas que tiene entre 3 y
7 aminoacidos (Pihlanto-Leppala et al., 1998). El “permeado”, rico en secuencias
peptidicas que inhiben la ECA, se fracciona mediante distintas técnicas
cromatograficas en subfracciones, y se determina de nuevo la actividad inhibidora
de la ECA de estas subfracciones. Las subfracciones peptidicas ricas en
aminodacidos con caracter hidrofébico eluyen usualmente al final de la columna, y
son estas subfracciones las que con frecuencia presentan valores de ICsp mas
bajos. Esto no es extrafo, ya que el caracter hidrofobico de los aminoacidos del
extremo carboxi-terminal es determinante para la union de los péptidos al centro
activo de la ECA (Cheung et al., 1980). El paso siguiente es el analisis de las
subfracciones que presentan bajos valores de ICsy. Distintas técnicas, entre las
que figuran la cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC) acoplada a
espectrometria de masas (ESI-MS) y la espectometria de masas en tandem (ESI-
MS/MS), permiten conocer la masa molecular aproximada de los péptidos
presentes en esas subfracciones. La identificacion final de los péptidos se
consigue contrastando distintas secuencias que corresponden a esa masa
molecular en una base de datos de proteinas. Se debera establecer luego la
potencia inhibidora de la ECA de los péptidos identificados, y se debera estudiar
asimismo el efecto in vivo de aquellos que presenten bajos valores de ICs. El
objetivo es, por lo tanto, obtener concentrados peptidicos con actividad inhibidora
de la ECA y actividad antihipertensiva, en los que cada vez hay un menor nimero

de péptidos. Se intenta esto hasta conseguir secuencias concretas que presenten

38



estas actividades. Asi se identifican los péptidos responsables del efecto. Debe sin
embargo tenerse en cuenta, que la purificacion de los péptidos identificados y su
obtenciéon en cantidades adecuadas a partir del hidrolizado, es un proceso
complejo y costoso. Por eso, para llevar a cabo estudios en los que se valora la
actividad biolégica de estos péptidos, es usual sintetizar quimicamente las

secuencias de interés.

Son deseables mas estudios sobre los requerimientos estructurales de los
péptidos derivados de proteinas alimentarias que interactuan con la ECA, pero hay
siempre que tener en cuenta que la determinacion de la actividad inhibidora de
esta enzima es s6lo un punto de partida en la seleccion de estos péptidos. Muchos
de ellos presentan actividad inhibidora de la ECA in vitro, pero no muestran en
realidad esta actividad in vivo, ni ejercen efectos antihipertensivos. Los siguientes
razonamientos permiten comprender porque esto es asi. Los péptidos y los
hidrolizados de proteinas alimentarias que presentan actividad inhibidora de la
ECA, encuentran mayor dificultad para alcanzar intactos sus puntos de accién en
el organismo y para producir el efecto fisioldgico, que los farmacos que se utilizan
en clinica con esta finalidad. La via de administracién deseada para todos estos
compuestos es la via oral, y, por lo tanto, los péptidos deben ser resistentes a los
procesos de digestion. Para producir el efecto, los péptidos deben ademas
atravesar el epitelio intestinal, y deben distribuirse intactos hasta alcanzar los
organos diana. La hidrdlisis de los péptidos por la pepsina del estbmago y por

algunas enzimas pancreaticas, tales como ftripsina y quimotripsina, genera

39



usualmente péptidos menores que presentan una actividad inhibidora de la ECA
distinta de la del péptido administrado. Puede suceder que la actividad inhibidora
de la ECA de los productos de hidrélisis sea nula o menor que la del péptido
administrado, pero puede también suceder que se administren péptidos con
escasa actividad inhibidora de la ECA y que estos péptidos se hidrolizen y
generen otros productos con mas actividad inhibidora de la enzima. En este ultimo
caso podria observarse efecto antihipertensivo en contra de lo previsto. Asi por
ejemplo, el péptido Tyr-Lys-Val-Pro-GIn-Leu (YKVPQL), que figura entre las
secuencias identificadas en un hidrolizado de caseinas, presentd una elevada
actividad inhibidora de la ECA in vitro (ICsp = 22 pM), pero no mostré efecto
antihipertensivo. En el mismo hidrolizado se identificé otra secuencia peptidica,
Lys-Val-Leu-Pro-Val-Pro-GIn (KVLPVPQ), que presentaba actividad
antihipertensiva pese a su baja actividad inhibidora de la ECA in vitro. Se
comprob6 que tras la digestion pancréatica de esta secuencia, se liberaba el
extremo C-terminal y se formaba el péptido Lys-Val-Leu-Pro-Val (KVLPV). Este
péptido mostraba una potente actividad inhibidora de la ECA in vitro (1Cso = 5 yM),
y era probablemente responsble de la actividad antihipertensiva observada con el
péptido de mayor tamafo (Maeno et al., 1996). En realidad, son siempre
necesarios los estudios que simulan la digestion gastrointestinal de los péptidos
identificados en los hidrolizados proteicos, y estos estudios deben llevarse a cabo
especialmente con las secuencias que muestran actividad inhibidora de la ECA.
Actualmente existen diversos procedimientos que simulan in vitro las condiciones
enzimaticas propias de la digestion en el cuerpo humano (Astwood et al., 1996;

Alting et al., 1997; Zarate et al., 2000; Vermeirssen et al., 2003). Estos métodos
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proporcionan una idea bastante aproximada de los péptidos que se generan in
vivo, y que son resistentes a las enzimas digestivas. Nuestro grupo de
investigacion utiliza concretamente un método que permite saber con bastante
precisidon las secuencias que resisten estos procesos digestivos (Figura 7) (Miguel
et al., 2006a). Si queremos llegar a saber cuales son las secuencias concretas que
son responsables del efecto antihipertensivo, sera necesaria también la evaluacién

subsiguiente de la actividad inhibidora de la ECA de estos productos de hidrdlisis.
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Figura 7: Proceso para simular la digestion gastrointestinal in vitro. Los péptidos
sintéticos se someten a la accién de la pepsina y la corolasa-PP para simular el
efecto que producirian las diferentes enzimas encargadas de la digestion
gastrointestinal tras su administracion oral. La corolasa-PP es un preparado
enzimatico comercial en polvo, que ademas de tripsina y quimotripsina contiene

diferentes actividades carboxipeptidasas.

Los resultados de diferentes estudios indican que los péptidos precisan
usualmente mecanismos de transporte y transportadores especificos para

atravesar el epitelio intestinal. Los péptidos se transportan activamente a través de
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la membrana apical de los enterocitos (Ganapathy y Leibach, 1985, Leibach y
Ganapathy, 1986), pero en principio los sistemas de transporte solo serian validos
para di y tripéptidos, pues los péptidos con mas de cuatro aminoacidos serian
dificilmente reconocidos (Daniel et al., 1992). Algunos trabajos han demostrado,
sin embargo, que es posible la absorcién de péptidos mayores (Gardner, 1994).
Después de su ingesta, se han llegado a detectar en el plasma péptidos de gran
tamano, que en ocasiones tienen hasta 20 aminoacidos (Chabance et al., 1998).
Estos péptidos es posible que se absorban via transcitolitica y que utilicen otros
sistemas de transporte de macromoléculas (Heyman y Desjeux, 1992). También
se ha sugerido un transporte pasivo para estos péptidos, ya que podrian
absorberse principalmente via paracelular atravesando las uniones intercelulares
(Burton et al., 1992; Conradi et al., 1992, 1993; Kim et al., 1993 Adson et al., 1994;
Pappenheimer et al., 1994; Goodwin et al., 1999). La mayoria de los estudios que
han determinado los mecanismos por los que los péptidos atraviesan el epitelio
intestinal, son estudios in vitro que utilizan células Caco-2. Estas células son
células epiteliales, originalmente aisladas de carcinoma de colon humano, que en
cultivo forman monocapas, y que presentan caracteristicas morfologicas y
bioquimicas similares a las de los enterocitos diferenciados. Estas células
expresan muchos de los sistemas de transporte para los péptidos (Hidalgo et al.,
1989; Hilgers et al., 1990). Los resultados de los estudios en estas células,
presentan una buena correlacion con los resultados de los estudios de absorcion
in vivo. Por eso, la Food and Drug Administration de los Estados Unidos (FDA)
acepto oficialmente este modelo celular para determinar la permeabilidad de un

farmaco (FDA 1999). El modelo aparece en la guia para solicitar excepcion de los
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estudios de bioequivalencia (CDER/FDA 2000). Las células Caco-2 expresan
ademas muchas enzimas intestinales, y permiten estudiar los procesos de
hidrdlisis de los péptidos por las peptidasas localizadas en las células del borde en
cepillo del epitelio intestinal (Satake et al., 2002). Los péptidos pueden hidrolizarse
cuando actuan estas peptidasas, y la velocidad de transporte intestinal de las
secuencias largas fundamentalmente depende de su susceptibilidad a ellas

(Shimizu et al., 1997; Vermeirssen et al., 2002b, 2004).

Los péptidos que se absorben oralmente pueden degradarse también
cuando alcanzan la circulacion sistémica, pues sobre ellos actuan las peptidasas
plasmaticas. Las posibles modificaciones metabdlicas de los péptidos que se
administran por via oral son, por lo tanto, multiples. Por eso, hoy dia se imponen
los ensayos en animales de experimentacion que comentaremos mas adelante.
En ellos, se evalua el efecto antihipertensivo de los productos que se sabe que
presentan actividad inhibidora de la ECA in vitro. Estos estudios intentan
establecer las secuencias concretas que son capaces de inhibir la ECA in vivo, o
que pueden controlar la presion arterial a través de algun otro mecanismo cuando
se administran. Sin embargo, no debemos ignorar que toda esta estrategia es solo
una aproximacion a lo que puede suceder cuando estos productos se utilicen en el
hombre. Los procesos metabdlicos y fisiolégicos humanos difieren en muchos
casos sustancialmente de los procesos metabdlicos y fisiolégicos en los animales,
y hay que tener en cuenta ademas, que los mecanismos por los que disminuyen

el tono arterial los productos ensayados, pueden tener una relevancia diferente en
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las distintas especies. Por ello, es obvio que antes de utilizar de forma rutinaria los
productos y péptidos derivados de proteinas alimentarias en personas
prehipertensas o hipertensas, seran siempre necesarios los estudios que

garanticen su seguridad y eficacia en estos pacientes.

Hemos sehalado que dentro de la estrategia de actuacidn necesaria para
obtener productos antihipertensivos derivados de proteinas alimentarias, son
siempre ineludibles los ensayos que establecen su efecto en animales de
experimentacion. Para estos ensayos, se utilizan normalmente ratas
espontaneamente hipertensas (SHR). Este modelo animal se desarrollé a partir de
las ratas Wistar que se criaban en la Universidad de Kyoto (Okamoto y Aoki,
1963). Constituye el modelo experimental de hipertension mas extendido en el
momento actual. Distintos investigadores coinciden en sefalar que los principios
basicos asociados al desarrollo de hipertension en estos animales, y en los
humanos, son sorprendentemente muy similares (Trippodo y Frohlich, 1981; Zicha
y Kunes, 1999). Las ratas Wistar Kyoto (WKY) se consideran hoy dia el control
normotenso de las ratas SHR. Estos animales se utilizan en los ensayos que se
llevan a cabo con hidrolizados y péptidos derivados de proteinas alimentarias,
para establecer cobmo actuan estos productos cuando el tono arterial no esta
alterado. En todos estos ensayos, la presion arterial de las ratas se mide
usualmente mediante una modificacion de la técnica del manguito en la cola (“tail
cuff’), originalmente descrita por Buiag (Bufiag, 1973; Bufiag y Butterfield, 1982).

La técnica original permitia obtener unicamente medidas de PAS. Algunos de los
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estudios realizados con péptidos antihipertensivos derivados de proteinas
alimentarias, siguen aportando solo informacién sobre la modificacion de la PAS.
Hay que sefalar, no obstante, que hoy dia existen algunos equipos que permiten
diferenciar la PAS de la PAD de los animales, y con estos equipos se pueden
obtener medidas fiables de estas dos variables. Es recomendable aportar datos
sobre la modificacion de ambas. Antes de colocar el manguito y el transductor, las
ratas se exponen a una temperatura proxima a los 30° C para facilitar la dilatacion
de la arteria caudal. Los animales deben acostumbrarse al procedimiento, pues
hay que tener en cuenta que las ratas SHR son especialmente nerviosas. Es
recomendable, ademas, que se tomen al menos tres medidas consecutivas de la
PAS y de la PAD, y que se utilice la media de estas medidas para establecer el
valor definitivo de estas variables. La Figura 8 muestra como se lleva a cabo la

medida de la presion arterial en una rata con la técnica del manguito en la cola.
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Figura 8: Medida de la presion arterial en una rata usando el método del manguito

en la cola.

Lo mas frecuente son los estudios en los que se evalua el efecto agudo de
un hidrolizado o péptido, después de administrar a las ratas una dosis Unica de
este producto con una sonda intragastrica. Debe medirse la presion arterial de las
ratas antes de esta administracion, y se medira después de ella en distintos
momentos. Normalmente se llevan a cabo 4-5 medidas después de la
administracion, estableciendo intervalos de 1 hora y 30 minutos o de 2 horas entre
estas medidas. Se vuelve a medir también la presion arterial 24 horas después de
la administracion. Para estos ensayos de administracion aguda, se deben utilizar

ratas que tengan valores de presion arterial estables. La fase de estabilizacion de
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la presion arterial en las ratas SHR comienza cuando estos animales tienen 11-12
semanas de vida, pero la presion arterial no es totalmente estable hasta que los
animales alcanzan las 20 semanas de vida. Se recomienda, por eso, utilizar ratas

que tengan aproximadamente esa edad.

En los estudios experimentales de administracion crénica de péptidos o
hidrolizados de proteinas alimentarias, las medidas de la presién arterial en las
ratas se realizaran siempre a la misma hora del dia (usualmente por la mafiana), y
lo normal es facilitar medidas semanales de la PAS y de la PAD. En estos
estudios, los productos se administran habitualmente con el agua de bebida, y el
tratamiento muchas veces se inicia en el momento del destete. Se estudia asi el
desarrollo de hipertensidén en los animales, y se estudia también asi la incidencia
que tienen los productos administrados en este desarrollo. El tratamiento se
mantiene durante un periodo de tiempo suficientemente prolongado; normalmente
hasta que las ratas tienen 20 semanas de vida. Después de este periodo, puede
retirarse el tratamiento de los animales, y asi se evalua la posible reversién del

efecto.

La Figura 9 muestra un esquema de los pasos necesarios para la

obtencidén de péptidos antihipertensivos derivados de proteinas alimentarias.
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Figura 9: Diagrama de los pasos experimentales necesarios para obtener péptidos

antihipertensivos derivados de proteinas alimentarias.
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4. Péptidos antihipertensivos derivados de proteinas lacteas

Las proteinas mas estudiadas como fuente de péptidos antihipertensivos
son las proteinas lacteas. Los péptidos antihipertensivos de origen lacteo pueden
obtenerse provocando la hidrélisis de las proteinas lacteas con diferentes
enzimas. Pueden también obtenerse por fermentacion de la leche con distintas
bacterias. Estos métodos han proporcionado resultados excelentes para la
obtencion de productos antihipertensivos. También pueden producirse péptidos
antihipertensivos como consecuencia del proceso proteolitico que tiene lugar

durante la maduracién del queso.

Desde hace tiempo se sabe que las caseinas bovinas (Maruyama y Suzuki,
1982; Maruyama et al., 1987a, b) y humanas (Kohmura et al., 1989) se comportan
como inhibidoras de la ECA. A finales del siglo XX ya se intentd comercializar
algun producto derivado de proteinas de leche con efecto antihipertensivo. El
estudio de Sekiya et al., en 1992, facilité la comercializacién de un hidrolizado de
caseina, que se obtenia por tratamiento de esta proteina con tripsina. EI consumo
durante 4 semanas de 20 g/dia de este hidrolizado, producia una disminucion de
la PAS y de la PAD en pacientes hipertensos (Sekiya et al., 1992). El producto se
comercializd en Japon con el nombre de “Casein DP” (Sugai, 1998).
Posteriormente, se comercializ6 en Holanda otro hidrolizado de caseina, obtenido

también por tratamiento de esta proteina con ftripsina, que disminuia la presién
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arterial en animales y en pacientes hipertensos (Karaki et al., 1990; Townsend et
al., 2004; Cadee et al., 2007). Este nuevo hidrolizado se comercializé con el

nombre de “C12 Peptide”.

A finales del siglo XX y comienzos del siglo actual, se comenzaron a
estudiar también las proteinas del suero lacteo como fuente de péptidos
antihipertensivos con actividad inhibidora de la ECA (Mullally et al., 1997a, b;
Pihlanto-Leppala et al., 2000). En este contexto, destacan los estudios de Pins y
Keenan (Pins y Keenan, 2002, 2003, 2006). Estos investigadores han demostrado
que el consumo de 20 g/dia de un hidrolizado de proteinas de suero lacteo,
durante 6 semanas, reduce significativamente la PAS y la PAD en pacientes
prehipertensos que no reciben medicaciéon. Cinco semanas después de finalizar la
ingesta del hidrolizado, pudo apreciarse todavia su efecto. Los pacientes del
estudio presentaban hipercolesterolemia, y el hidrolizado disminuydé ademas los
niveles de LDL colesterol. Este producto se comercializa actualmente en Estados
Unidos de América con el nombre de “Biozate”. También se ha evaluado el efecto
de una leche fermentada con Lactobacillus casei TMC0409 y Streptococcus
thermophilus TMC 1543, suplementada ademas con proteinas de suero. Se ha
demostrado que tras la administracion de este producto, se produce una
disminucion en los niveles de colesterol total en animales de experimentacion y en

humanos (Kawase et al., 2000).

51



Se han aislado y caracterizado también varios péptidos con actividad
inhibidora de la ECA y con actividad antihipertensiva, a partir de algunos
hidrolizados que se obtienen al tratar la a-Lactoglobulina y la B-Lactoglobulina con
enzimas digestivas (Mullaly et al., 1996; Pihlanto-Leppala et al., 2000; Nurmeinin et
al., 2000; Chobert et al., 2005). Recientemente se han identificado dos péptidos
con potente actividad inhibidora de la ECA derivados de la B-Lactoglobulina de la
leche de cabra (Hernandez-Ledesma et al., 2002). Estos péptidos, que
corresponden a las secuencias Leu-GIn-Lys-Trp (LQKW) y Leu-Leu-Phe (LLF), se
liberan tras la incubacién de suero lacteo con termolisina, a 37°C, durante 24
horas. Ambas secuencias mostraron efectos antihipertensivos en ratas SHR,
cuando se administraron en dosis unica, por via oral (Hernandez-Ledesma et al.,

2007).

Ha sido muy importante también la produccién de péptidos antihipertensivos
por fermentacion lactea. La fermentacion natural o controlada se ha explotado
desde hace miles de afos para preservar distintos alimentos. La fermentacion se
ha utilizado, en realidad, para mantener o alterar las propiedades nutritivas y/o
sensoriales de los alimentos. Los lactobacilos y las bifidobacterias son los
microorganismos probioticos mas empleados en la elaboracién de distintos
productos lacteos fermentados, tales como el yogur y el queso. Estas bacterias
poseen muchas enzimas proteoliticas capaces de hidrolizar las proteinas lacteas.
Liberan asi péptidos y aminoacidos, que les sirven como fuente de nitrégeno

esencial para su crecimiento. Estos péptidos liberados durante el proceso de
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fermentacion, pueden ejercer distintas actividades bioldgicas que probablemente
contribuyen a las propiedades beneficiosas de los productos lacteos fermentados
y de las propias bacterias lacticas (Sanders, 1993; Lee y Salminen, 1995). Algunos
de estos péptidos pueden comportarse como inhibidores de la ECA, y algunos de
estos productos fermentados podrian por ello emplearse en la prevencién y/o
tratamiento de la hipertensidon. Las cepas de Lactobacillus helveticus poseen
mayor actividad proteolitica sobre las proteinas lacteas que otras cepas de
bacterias lacticas, y el contenido peptidico cuando la leche se fermenta con esta
bacteria es mayor (Yamamoto et al.,, 1994). Se han obtenido, en realidad,
bastantes productos ricos en péptidos antihipertensivos fermentando la leche con
esta bacteria. También se han aislado péptidos inhibidores de la ECA fermentando
la leche con otras bacterias lacticas, tales como Lactobacillus casei subsp.
rhamnosus (Lactobacillus GC) (Rokka et al., 1997), o Lactobacillus delbrueckii
subsp. bulgaricus y Lactococcus lactis subsp. cremoris (Gobbetti et al., 2000). Se
estan utilizando también actualmente algunas cepas de levaduras, que son
capaces de hidrolizar las proteinas lacteas, en los procesos de aislamiento y
caracterizacion de péptidos inhibidores de la ECA y en los procesos de produccion
de productos antihipertensivos. La combinacion de Lactobacillus helveticus y
Saccharomyces cerevisiae ha proporcionado buenos resultados. Como ejemplo,
podemos citar un producto lacteo comercializado en Japon por Calpis (Calpis Co.
Ltd., Japan), que se prepara por fermentacion de leche desnatada con
Lactobacillus helveticus y Saccharomyces cerevisiae. Nakamura et al., en 1995,
comprobaron que la administracion oral aguda de la leche Calpis, tenia efecto

antihipertensivo en ratas SHR (Nakamura et al., 1995b). El grupo japonés
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demostré que los péptidos Val-Pro-Pro (VPP) e lle-Pro-Pro (IPP), eran los
principales responsables de la actividad antihipertensiva de esta leche (Nakamura
et al., 1995a, b; Nakamura et al., 1996; Masuda et al., 1996). Estos péptidos
también ejercieron efecto antihipertensivo en humanos (Hata et al., 1996;
Mizushima et al., 2004; Aihara et al., 2005; Mizuno et al., 2005). Un estudio doble
ciego, realizado por el mismo grupo, demostré poco después que la ingesta de 95
ml/dia de leche Calpis, durante 8 semanas, reducia significativamente la PAS y la
PAD de pacientes hipertensos que mantenian su medicacién (Hata et al., 1996).
Recientemente se ha demostrado también el efecto de esta leche en sujetos
hipertensos que no reciben medicacion antihipertensiva. En el ensayo, los
pacientes ingerian 160 g/dia de leche durante 4 semanas (Mizushima et al., 2004).
El producto, denominado comercialmente “Ameal Peptide”® por Calpis, se ha
afladido a una nueva bebida lactea lanzada por Unilever, que se ha

comercializado en Espana con el nombre de “Flora Proactive™®.

Sabemos que la inhibicion de la ECA justifica en la mayoria de los casos el
efecto de los productos funcionales con actividad antihipertensiva. Las secuencias
VPP e IPP, responsables del efecto antihipertensivo de la leche Calpis, se
caracterizaron como potentes inhibidoras de la ECA. No es extrano que estas
secuencias inhiban la enzima. Ambas tienen el aminoacido Pro en posicién
carboxi-terminal, y tienen respectivamente en el extremo amino-terminal los
aminoacidos Val e lle, que también favorecen la inhibicion enzimatica. Estas

secuencias aparecen en varios productos lacteos antihipertensivos, ademas de
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aparecer en la leche Calpis, y son responsables de su efecto. En algunos otros
casos, estos tripéptidos se liberan in vivo cuando se administran productos lacteos
antihipertensivos con secuencias mas largas. Los estudios de Sipola et al.
pusieron también de manifiesto el efecto antihipertensivo de los péptidos VPP e
IPP en ratas SHR (Sipola et al., 2001), y demostraron el efecto antihipertensivo de
una leche fermentada con Lactobacillus helveticus LBK-16H que contenia ambos
tripéptidos (Sipola et al., 2002). La ingesta de 150 ml/dia de esta leche, durante
varias semanas, ocasiond una moderada, pero incuestionable, disminucion de la
presién arterial en pacientes hipertensos que no recibian medicacion (Seppo et al.,
2002, 2003; Tuomilehto et al., 2004; Jauhianien et al., 2005). La empresa Valio
Ltd. comercializ6 en Finlandia este producto lacteo con el nombre de “Evolus”.
Recientemente, la empresa Mjolkursam Salan también lo ha comercializado en
Islandia como “LH”. Mas aun, actualmente la empresa Kaiku-lparlat lo ha
introducido en Espafia con el nombre “Kaiku Vitabrand”, y la empresa Emmi lo ha
introducido en Suiza, Portugal, Malta e Italia como “Emmi-Evolus”. Robert et al.,
del grupo Nestlé, han identificado también recientemente algunos péptidos
inhibidores de la ECA en un producto lacteo obtenido por fermentacion de la leche
con Lactobacillus helveticus NCC 2765, pero faltan aun ensayos in vivo que

confirmen su posible efecto antihipertensivo (Robert et al., 2004).

Nuestro grupo de investigacion, en colaboracién con el Grupo Leche
Pascual, ha demostrado que algunas cepas seleccionadas de Enterococcus

faecalis son capaces de producir otros péptidos inhibidores de la ECA distintos de
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los péptidos VPP e IPP. La leche fermentada por estas bacterias mostré actividad
antihipertensiva en ratas SHR cuando se administré de forma aguda, por via oral
(Muguerza et al., 2006). La leche atenué ademas el desarrollo de hipertension en
estos animales cuando se administré de forma continuada, por via oral, desde el
momento del destete. Las propiedades antihipertensivas mejoraron cuando el
producto fermentado se enriquecié en calcio (Miguel et al., 2005a). Los péptidos
inhibidores de la ECA identificados en la leche, entre los que destaca la secuencia
Leu-His-Leu-Pro-Leu-Pro (LHLPLP), que corresponde al fragmento f(133-138) de
la B-caseina (Quirds et al., 2007), disminuyeron también la presion arterial de las
ratas SHR cuando se administraron por via oral. Estos péptidos no modificaron,
por el contrario, la presion arterial de las ratas normotensas WKY (Miguel et al.,

2006b).

Durante el proceso de elaboracion del queso se pueden liberar también
péptidos con actividad biolégica. Como consecuencia del proceso proteolitico que
tiene lugar cuando el queso madura, se forman concretamente péptidos con
actividad inhibidora de la ECA (Abubakar et al., 1998; Gomez-Ruiz et al., 2003). La
leche de partida, el cultivo iniciador y las condiciones del proceso de maduracion,
pueden influir en la actividad inhibidora del producto final. Asi, Okamoto et al., en
1995, comprobaron que en los quesos maduros tipo Camembert existia actividad
inhibidora de la ECA. Comprobaron asimismo que también existia esta actividad
en los quesos azules y en el queso Cheddar rojo (Okamoto et al., 1995). Estos

investigadores vieron que, por el contrario, los quesos frescos con bajo nivel de
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protedlisis, como el queso Cottage, no tenian esta actividad. Estos hechos fueron
corroborados por Meisel et al., cuando estudiaba la inhibicion enzimatica
producida por extractos de distintos quesos (Meisel et al., 1997, 1998; Meisel et
al., 2001). Los porcentajes de inhibicién obtenidos por estos investigadores para
los quesos maduros estuvieron proximos al 70%, pero los porcentajes de
inhibicion obtenidos para el queso fresco y para el queso Quarg fueron,

respectivamente, inferiores al 13% y al 27%.

Es también cierto que cuando se prolonga el tiempo de maduracién del
queso, llega un momento en el que disminuye la actividad inhibidora de la ECA
que se habia alcanzado. Esto puede explicarse facilmente, ya que los péptidos
que se liberan durante la maduracién del queso por actuacion de las enzimas
proteoliticas de las bacterias lacticas, se degradan posteriormente, y se generan
fragmentos inactivos. Asi, por ejemplo, en el queso parmesano con 6 meses de
maduracion se aislaron péptidos inhibidores de la ECA derivados de la ass-
caseina, pero estos péptidos no pudieron detectarse en el mismo queso después
de 15 meses de maduracion (Addeo et al., 1994). Del mismo modo, la actividad
inhibidora de la ECA del queso Gouda madurado 8 meses, fue de un 70%, pero la
actividad inhibidora de este queso después de un proceso de maduracion de 24
meses, fue so6lo de un 34.6% (Meisel et al., 1998; Meisel et al., 2001). De manera
analoga, mas recientemente se ha comprobado que la actividad inhibidora de la

ECA de un queso semimaduro, elaborado con fermentos convencionales y cepas
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de Lactobacillus y Bifidobacterium, disminuye durante su almacenamiento

prolongado (Ryhanen et al., 2001).

Se han aislado también fragmentos peptidicos con actividad inhibidora de la
ECA en otros quesos. Entre ellos, podemos citar el fragmento f(58-72) de la B-
caseina, aislado en el queso Crescenza (Smacchi y Gobbetti, 1998) y en el queso
Cheddar (Stepaniak et al., 1995), y también el fragmento f(43-52) de la 3-caseina,
aislado en este ultimo queso (Jiang et al.,, 1998). Se ha extraido asimismo una
fraccion que tiene fragmentos peptidicos derivados de las caseinas y precursores
de péptidos antihipertensivos, en un queso modificado enzimaticamente que se
produce con Lactobacillus casei y distintas enzimas comerciales (Haileselassie et
al., 1999). Saito et al., en 2000, han aislado también varios fragmentos peptidicos
con alta actividad inhibidora de la ECA en el queso Gouda de 8 meses de
maduracion. Estos fragmentos se liberan de la ass-caseina y de la B-caseina
(Saito et al., 2000). El fragmento f(60-68) de la B-caseina, aislado en el queso Feta
por estos mismos investigadores, también presentd actividad inhibidora de la ECA

(Saito et al., 2000).
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5. Péptidos antihipertensivos derivados de proteinas de huevo

A mediados del siglo XX comenzaron a realizarse algunos estudios sobre el
posible efecto fisioldégico de las proteinas del huevo (Mine et al., 1995), pero hasta
este momento se han descrito muy pocos péptidos bioactivos procedentes de
estas proteinas (Miguel et al., 2006c). Los primeros fueron dos péptidos
antihipertensivos que tenian actividad directa en vasos. Inicialmente se aislé un
octapéptido antihipertensivo y relajante vascular, que tenia la secuencia
aminoacidica Phe-Arg-Ala-Asp-His-Pro-Phe-Leu (FRADHPFL) (Fujita et al.,
1995a). Esta secuencia corresponde al fragmento 358-365 de la ovoalbumina, que
es la proteina mayoritaria de la clara de huevo. El péptido en cuestion, mostro
actividad vasodilatadora, parcialmente dependiente de endotelio, en arterias
mesentéricas caninas. Se denomind ovokinina. Su efecto estaba mediado en parte
por receptores B4, que estimulan la liberacién de prostaciclina. La ovokinina
mostré efectos antihipertensivos cuando se administré a ratas SHR en dosis altas.
El efecto antihipertensivo de la ovokinina por via oral, se potenciaba cuando el
péptido se administraba emulsionado en yema de huevo. Se postulé que los
fosfolipidos de la yema de huevo podian mejorar la disponibilidad oral de la
ovokinina porque mejoraban su absorcion intestinal, y también porque podian
proteger al péptido de la digestion por las peptidasas intestinales (Fujita et al.,

1995b).
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El segundo péptido bioactivo aislado de las proteinas del huevo, fue un
hexapéptido con actividad relajante vascular, que se caracterizO6 como el
fragmento 2-7 de la ovokinina. Se denomino por eso ovokinina (2-7). Su secuencia
es la siguiente: Arg-Ala-Asp-His-Pro-Phe (RADHPF) (Matoba et al., 1999). Esta
secuencia se purifico a partir de un hidrolizado de ovoalbumina con quimotripsina,
y se vio que correspondia a los residuos 359-364 de esta proteina. El péptido
causaba relajacion endotelio dependiente en las arterias mesentéricas de las ratas
SHR. Esta relajacion estaba principalmente mediada por NO. El péptido no
producia, por el contrario, relajacion en las arterias de las ratas normotensas
WKY. La presion arterial de las ratas SHR disminuia cuando se administraban por
via oral dosis de ovokinina (2-7) diez veces inferiores a las dosis eficaces de
ovokinina, pero la presion de las ratas WKY no se modificaba cuando se
administraban por esta via las mismas dosis de dicho péptido. Se comprobé que la
administracion intravenosa de ovokinina (2-7), en las dosis mencionadas, no
causaba cambios significativos en la presion arterial de las ratas SHR. La
administracion por esta via de concentraciones muy elevadas del péptido, sdlo
ocasionaba, paradojicamente, una leve disminucion de esta variable (Matoba et
al.,, 2001). Los estudios de reactividad vascular en arterias aisladas de ratas
realizados en 2004 por Scruggs et al.,, han demostrado que la ovokinina (2-7)
produce sus efectos por activacion de receptores vasculares B, de bradiquinina

(Scruggs et al., 2004).

Se ha intentado mejorar la actividad oral de los péptidos antihipertensivos
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derivados de proteinas de huevo mediante modificaciones estructurales. Se han
sintetizado, por ejemplo, algunos derivados de la ovokinina (2-7) que,
administrados por via oral, presentan una actividad antihipertensiva superior a la
de este péptido. Entre ellos, destacan los péptidos Arg-Pro-Phe-His-Pro-Phe
(RPFHPF) y Arg-Pro-Leu-Lys-Pro-Trp (RPLKPW). Estas secuencias han
mostrado, respectivamente, diez y cien veces mas actividad que la ovokinina (2-7),
tras su administracion oral a ratas SHR. Las sustituciones de aminoacidos
realizadas, conferian probablemente a estos péptidos mayor resistencia a las

proteasas del tracto digestivo (Matoba et al., 2001; Yamada et al., 2002).

Hemos destacado anteriormente que la inhibicion de la ECA es el principal
mecanismo implicado en el efecto de los péptidos antihipertensivos de origen
alimentario. En este contexto, cabe resaltar que Fujita et al, en 2000, comprobaron
que los hidrolizados de ovoalbumina obtenidos por tratamiento con pepsina y
termolisina, presentaban actividad inhibidora de esta enzima. Los valores de ICs
de los hidrolizados eran, respectivamente, 45 ug/ml y 83 ug/ml. Se aislaron seis
péptidos con actividad inhibidora de la ECA a partir del hidrolizado de ovoalbumina
obtenido por tratamiento con pepsina. Estos péptidos tenian valores de ICs
comprendidos entre 0.4 uM y 15 uM, pero de ellos sélo el dipéptido Leu-Trp (LW)
mostrd actividad antihipertensiva en ratas SHR. Fujita et al. no consiguieron
hidrolizados activos al tratar la ovoalbumina con tripsina o quimotripsina. Los
valores de ICsp obtenidos por estos investigadores para estos hidrolizados eran

mayores de 1000 ug/ml (Fujita et al., 2000).
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Algunos estudios de nuestro grupo de investigacion, han demostrado
también que la hidrolisis de las proteinas de la clara de huevo con diferentes
enzimas de origen digestivo, proporciona hidrolizados con elevada actividad
inhibidora de la ECA. Los hidrolizados mas potentes se obtuvieron cuando se
hidrolizé la clara de huevo con pepsina. El tiempo de hidrdlisis, en este caso, era
importante para la potencia del hidrolizado. Cuando el tiempo de incubacion con
pepsina era superior a 30 minutos, se consiguieron hidrolizados activos que tenian
valores de ICsp relativamente bajos. La hidrodlisis de la clara de huevo con pepsina
durante tres horas, proporciond un hidrolizado con potente actividad inhibidora de
la ECA, que tenia un valor de ICsy de 55 pg/ml. La ultrafiltracion de este
hidrolizado permitié obtener una fraccién con masa molecular menor de 3000 Da,
que presentd mucha mas actividad inhibidora de la ECA que el propio hidrolizado.
Esta fraccion tenia un valor de ICsp de 34 pg/ml. En ella se identificaron varios
péptidos con actividad inhibidora de la ECA. Los péptidos mas potentes
correspondian a las secuencias Tyr-Arg-Glu-Glu-Arg-Tyr-Pro-lle-Leu
(YAEERYPIL), Arg-Ala-Asp-His-Pro-Phe-Leu (RADHPFL) e lle-Val-Phe (IVF).
Estas secuencias presentaron, respectivamente, valores de ICsg iguales a 4.7, 6.2
y 33.11 uM. En contraste con los resultados aportados por otros investigadores, en
nuestro laboratorio pudimos conseguir también hidrolizados activos cuando la
hidrélisis de las proteinas de la clara de huevo se producia con tripsina o
quimotripsina, pero en este caso se requeria como minimo un tiempo de

incubacion de 24 horas (Miguel et al., 2004).
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El hidrolizado obtenido en nuestro laboratorio cuando se trataba la clara de
huevo con pepsina durante 3 horas, su fraccion menor de 3000 Da, y las
secuencias peptidicas YAEERYPIL, RADHPFL e IVF, mostraron claros efectos
antihipertensivos. Estos productos ocasionaron una disminucion significativa de la
PAS y de la PAD en las ratas SHR, cuando se administraban en dosis unica, por
via oral. Estas mismas administraciones no modificaron la presién arterial de las
ratas normotensas WKY (Miguel et al., 2005b). Se comprobd, sin embargo, que el
hidrolizado atenuaba también el desarrollo de hipertensién arterial en las ratas
SHR, cuando se administraba por via oral a estos animales desde el destete
(Miguel et al., 2006c¢). Estudios paralelos simulando la digestion gastrointestinal,
han indicado que las secuencias YAEERYPIL y RADHPFL se hidrolizan cuando se
administran por via oral (Miguel et al., 2006a). Es muy probable, por lo tanto, que
los productos resultantes de esta hidrdlisis sean los responsables del efecto que
se observa al administrar estas secuencias. Probablemente estos productos de
hidrolisis sean también responsables, al menos en parte, del efecto

antihipertensivo que se observa al administrar el hidrolizado (Miguel et al., 2006a).

Se han obtenido también algunos péptidos con actividad antihipertensiva,
provocando la hidrolisis enzimatica de las proteinas de la yema de huevo. Cuando
se hidrolizan con diferentes enzimas estas proteinas, se pueden producir

oligopéptidos inhibidores de la ECA. La administracién oral de distintas dosis de

63



estos oligopéptidos, causo disminuciones significativas de la PAS y de la PAD en
ratas SHR (Yoshii et al., 2001). Cabe por ultimo mencionar, que también se han
descrito recientemente péptidos derivados de la ovotransferrina, que tienen

actividad inhibidora de la ECA vy efecto antihipertensivo (Lee et al., 2006 a, b).
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6. Péptidos antihipertensivos derivados de proteinas de pescado

Se han obtenido péptidos bioactivos a partir de otros materiales biolégicos
distintos de la leche y el huevo. Se han estudiado mucho, especialmente, algunas
proteinas de pescado, y la actividad biolégica de estas proteinas se ha
relacionado también con secuencias concretas que pueden liberarse por hidrolisis
enzimatica. Suetsuna y Osajima, en 1986, fueron los primeros que obtuvieron
productos peptidicos con actividad inhibidora de la ECA procedentes de pescado.
Estos investigadores consiguieron hidrolizados proteicos de sardina, mediante
tratamiento de las proteinas de este pescado con una proteasa proveniente de
Aspergillus oryzae, que mostraban actividad inhibidora de la ECA (Suetsuna vy
Osajima, 1986). Estos hidrolizados también tenian actividad vasodilatadora y
antihipertensiva (Suetsuna y Osajima, 1989). Algo después, Kohama et al.,
purificaron un octapéptido derivado de un hidrolizado de atun, que presentaba
elevada actividad inhibidora de la ECA (Kohama et al., 1988; Kohama et al., 1989).
Se aislaron asimismo cuatro péptidos inhibidores de la ECA en el intestino de
bonito (Matsumura et al., 1993). La administracion oral de estos péptidos,
ocasiond una disminucion de la presion arterial en las ratas SHR (Karaki et al.,
1993). Se obtuvo ademas un hidrolizado de las proteinas de este pescado,
mediante tratamiento con termolisina, que mostraba potente actividad inhibidora
de la ECA (Yokoyama et al., 1992). Este hidrolizado mostraba también actividad

antihipertensiva en ratas SHR (Fujita et al., 1995c) y en pacientes hipertensos
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(Fujita et al., 1997 a, b). Una de las secuencias identificadas en este hidrolizado, la
secuencia Leu-Lys-Pro-Asn-Met (LKPNM), y el producto final obtenido después de
la protedlisis de esta secuencia, el péptido Leu-Lys-Pro (LKP), mostraron también
actividad antihipertensiva en las ratas SHR, cuando se administraron por via
intravenosa. La administracion oral de ambos péptidos, LKPNM y LKP, ocasiono
también una disminucién de la presion arterial en estos animales. La disminucién
era maxima 6 horas después de administrar la secuencia LKPNM, y 4 horas
después de administrar la secuencia LKP. El hidrolizado mostré actividad
antihipertensiva en pacientes hipertensos y también en personas prehipertensas
(Fujita y Yoshikawa, 1999). Este producto se aprobé oficialmente en Japon como
“alimento de uso especifico para la salud”, Nippon Supplement, Inc. lo
comercializé en este pais como una sopa peptidica. Metagenics también lo ha
comercializado en los Estados Unidos de América en forma de tabletas
denominadas Vasotensin™. La hidrdlisis de las proteinas de bonito, cuando este
alimento desecado se trataba con alcalasa procedente de Bacillus licheniformis,
proporciond también un producto que presentaba una considerable actividad
inhibidora de la ECA in vitro. Se obtuvo una fraccion proteica de este hidrolizado,
que después de ser tratada con enzimas gastrointestinales, mantuvo una elevada
actividad inhibidora de la enzima (Matsui et al., 1993). De los péptidos
identificados en esta fraccion proteica, destaca la secuencia Val-Tyr (VY), que
disminuy6 la presion arterial de las ratas SHR cuando se administré por via oral
(Matsufuji et al., 1995). Este dipéptido también inhibié la ECA (Matsufuji et al.,
1994) y mostro efectos antihipertensivos en pacientes hipertensos (Kawasaki et

al., 2000, 2002). Recientemente, se ha sugerido que los péptidos antihipertensivos
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procedentes del bonito desecado, pueden disminuir la presion arterial por otros
mecanismos distintos de la inhibicion de la ECA. Se ha sugerido que estos
péptidos, ademas de inhibir esta enzima, podrian presentar concretamente accion

directa en el musculo liso vascular (Kouno et al., 2005).

La digestion proteolitica de los extractos de la gelatina que se obtiene de la
piel de “Alaska pollack”, un subproducto de desecho industrial en el procesado del
pescado, también ha proporcionado varios péptidos con potente actividad
inhibidora de la ECA (Byun y Kim, 2001). Cuando estas proteinas se hidrolizaban
con pepsina, se obtenian cinco fracciones. En la que exhibia mayor actividad
inhibidora de la enzima se encontré un octapéptido con un valor de ICsp = 14.7 uM
(Je et al., 2004). También se han realizado estudios con algunos hidrolizados de
proteinas de salmon. Estos hidrolizados se comportaron como potentes
inhibidores de la ECA, y administrados por via oral, tuvieron efecto
antihipertensivo en las ratas SHR (Ono et al., 2003, 2006). Muy recientemente se
han encontrado péptidos derivados de proteinas de camardn, que presentan
elevada actividad inhibidora de la ECA, y que posiblemente tengan también efecto

antihipertensivo (He et al., 2006; Hai-Lun et al., 2006).
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7. Péptidos antihipertensivos derivados de proteinas vegetales

Entre los péptidos antihipertensivos que se han aislado de proteinas de
origen vegetal, destacan los que provienen de proteinas de soja. Antes de exponer
los estudios que se han realizado para obtener estos péptidos, haremos unos
breves comentarios sobre la soja como producto alimenticio y funcional. La soja y
sus derivados forman parte de las principales dietas de los paises orientales. Por
su valor nutricional, y por su influencia beneficiosa sobre la salud, actualmente el
consumo de soja ha aumentado también en los paises occidentales. La soja tiene,
en realidad, un papel importante como producto funcional. Se le atribuyen diversas
propiedades, entre las que cabe destacar su actividad anticancerigena, su
capacidad para disminuir el colesterol, y su efecto preventivo de enfermedades
cardiovasculares, diabetes y obesidad (Messina, 1995, 1999; Anderson et al.,
1999). Las proteinas de la soja tienen, ademas, propiedades fisico-quimicas muy
aprovechables. Asi, podemos citar su poder gelificante, emulsionante, y
espumante, y también su elasticidad, viscosidad, solubilidad, cohesion-adhesion, y
capacidad de absorcion de agua y de grasa. Estas propiedades pueden
modificarse por las condiciones de preparacion de los distintos productos. El
contenido de aminoacidos esenciales de la soja es distinto del de la leche de vaca.
La soja contiene menos cantidad de Met y Phe, pero se considera también una
sustancia con un valor proteico completo. Las proteinas de reserva de la soja son

albuminas y globulinas, siendo mayoritarias las globulinas. Las dos globulinas

68



importantes de la soja, glicina y B-conglicinina, tienen estructuras diferentes, y
tienen también algunas propiedades distintas, pero es muy importante que ambas
proteinas tienen la capacidad de formar geles, pues ello permite la elaboracion a
partir de la soja de uno de los productos mas tradicionales en las dietas orientales,

el “tofu” (concentrado de proteina de soja).

Se han obtenido péptidos bioactivos a partir de “tofu”, y también a partir de
semillas de soja (Glycine max), de los subproductos derivados de la soja (suero de
soja, o de los productos que se obtienen cuando se elabora una bebida de soja
(leche de soja). Los estudios sobre péptidos antihipertensivos derivados de
proteinas de soja son, a pesar de todo, relativamente recientes. Los primeros
estudios con péptidos derivados de proteinas de soja datan del afio 1995. En esos
trabajos, se obtuvieron hidrolizados de proteinas de soja con actividad inhibidora
de la ECA (Shin et al., 1995) y con efecto antihipertensivo (Yu et al., 1996). Wu y
Ding, en el ano 2001, obtuvieron también péptidos con actividad inhibidora de la
ECA mediante el tratamiento de las proteinas de soja con alcalasa. Estos péptidos
mostraron ademas actividad antihipertensiva en ratas SHR cuando se
administraron por via oral (Wu y Ding, 2001). Se han obtenido después algunos
derivados de la soja por digestion secuencial de estas proteinas con pepsina y
pancreatina. Por este procedimiento se obtuvieron muchas fracciones peptidicas
con actividad inhibidora de la ECA (Lo y Li-Chan, 2005). Cha y Park han obtenido
también hidrolizados de proteinas de soja con elevada actividad inhibidora de la

ECA, tratando estas proteinas con proteasas procedentes de alkalophilic Bacillus

69



sp (Cha y Park, 2005). Recientemente, se ha comprobado que diferentes
hidrolizados enzimaticos de glicinina - las proteinas de almacén mas importantes
de las semillas de soja - presentan propiedades inhibidoras de la ECA (Mallikarjun
Gouda et al., 2006). Existen, sin embargo, pocos estudios que hayan evaluado la
actividad antihipertensiva de los derivados de la soja en modelos animales (Chen

et al., 2004; Yang et al., 2004a; Kodera et al., 2006).

También otras proteinas de origen vegetal, distintas de las proteinas de
soja, son una fuente potencial de péptidos con actividad antihipertensiva. Entre
ellas destacan las proteinas de maiz (Maruyama et al., 1989; Miyoshi et al., 1991;
Suh y Whang, 1999), las proteinas de trigo (Matsui et al., 1999; Li et al., 2002;
Motoi y Kodama, 2003), las de arroz (He et al., 2005; Li et al., 2007), las de
“‘wakame” (Suetsuna y Nakano, 2000; Sato et al., 2002 a, b; Suetsuna et al.,
2004), las de las espinacas (Yang et al.,, 2003, 2004b), las de los girasoles
(Megias et al., 2004), las de las judias (Li et al., 2006), las del sésamo (Nakano et
al., 2006), las de brocoli (Lee et al., 2006c¢) y las de los champifiones (Hyoung Lee

et al., 2004).
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8. Tablas

La tabla 1 muestra la nomenclatura de los diferentes aminoacidos,
establecida mediante cddigos de una y de tres letras. En la tabla 2 aparecen los
principales péptidos antihipertensivos derivados de proteinas alimentarias
obtenidos hasta este momento. Se sefala su origen, el tratamiento enzimatico que
ha permitido su obtencién y la actividad que han demostrado. La tabla 3 resume
los productos funcionales con péptidos antihipertensivos comercializados hasta
este momento. En ella se indica el nombre comercial de cada producto y las

secuencias peptidicas que son responsables del efecto.
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Tabla 1. Nomenclatura de los diferentes aminoacidos

Aminoacidos

Cdédigo de tres

Cddigo de una letra

letras

Acido aspartico Asp D
Acido glutamico Glu E
Alanina Ala A
Arginina Arg R
Asparagina Asn N
Cisteina Cys C
Fenilalanina Phe F
Glicina Gly G
Glutamina GIn Q
Histidina His H
Isoleucina lle I

Leucina Leu L
Lisina Lys K
Metionina Met M
Prolina Pro P
Serina Ser S
Tirosina Tyr Y
Treonina Thr T
Triptoéfano Trp W
Valina Val \
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Tabla 2. Principales péptidos antihipertensivos derivados de proteinas alimentarias.

Secuencia Origen Enzima Actividad demostrada Referencias
VPP, IPP p-Caseina Proteinasa de Lactobacillus IECA/Antihipertensiva Nakamura et al., 1995 a,b; Nakamura et al., 1996; Sipola et
helveticus al., 2001
VYP, VYPFPG B-Caseina Proteinasa K Antihipertensiva Abubakar et al., 1998
KVLPVP, B-Caseina Proteinasa de Lactobacillus Antihipertensiva Maeno et al., 1996
KVLPVPQ helveticus
LHLPLP p-Caseina Proteinasa de Enterococcus IECA/Antihipertensiva Muguerza et al., 2006; Quiros et al., 2007
faecalis
FFVAPFPEVFGK asi-Caseina Tripsina IECA/Antihipertensiva Karaki et al., 1990; Townsend et al., 2002
ALPMPHIR B-Lactoglobulina Tripsina IECA/Antihipertensiva Mullaly et al., 1997 ay b
LLF, LKQW B-Lactoglobulina Termolisina IECA/Antihipertensiva Hernandez-Ledesma et al., 2002; en prensa
IPA B-Lactoglobulina Varias enzimas IECA/Antihipertensiva Abubakar et al., 1998
YGLF a-Lactoglobulina Varias enzimas Antihipertensiva Mullaly et al., 1996; Nurmeinin et al., 2000
FRADHPFL Ovoalbimina Pepsina Relajante vascular/Antihipertensiva Fujita et al., 1995 a, b
RADHPF Ovoalbdmina Quimotripsina Relajante vascular /Antihipertensiva Matoba et al., 1999; Scruggs et al., 2004
KVREGTTY Ovotransferrina No mencionada IECA/ Antihipertensiva Leeetal,2006ayb
YAEERYPIL Proteinas de la clara de Pepsina IECA/Antihipertensiva Miguel et al., 2004; 2005b
RADHPFL huevo
IVF
LW Ovoalbumina Pepsina IECA/Antihipertensiva Fujita et al., 2000
RADHP Proteinas de la clara de Pepsina/Corolasa PP IECA /Antihipertensiva Miguel et al., 2006a

Oligopéptidos
LKPNM, LKP
YRPY, GHF, VRP,
ILP, IRP, LRP,
THILTGD

VY

huevo
Proteinas de la yema de
huevo
Proteinas de bonito
Proteinas de bonito
Proteinas de atun

Proteinas de sardina

Varias enzimas

Termolisina

No mencionada

No mencionada

Proteinasa de Bacillus
licheniformis

IECA/Antihipertensiva
IECA/Antihipertensiva
IECA/Antihipertensiva

IECA / inhibe produccion de endotelina

IECA/Antihipertensiva

Yoshii et al., 2001
Yokohama et al., 1992; Fujita et al., 1993; Fujita y
Yoshikawa, 1999; Karaki et al., 1993
Matsumura et al., 1996; Fuijita et al., 1993.
Kohama et al., 1989; 1994

Matsui et al., 1993; Matsufuji et al., 1994 ;1995

IECA: Inhibidora de la enzima convertidora de la angiotensina



Tabla 3. Alimentos funcionales con actividad antihipertensiva.

Producto

Leche fermentada

Leche fermentada

Hidrolizado de caseinas
Hidrolizado de caseinas

Hidrolizado de proteinas de
suero

Hidrolizado. de proteinas de
bonito

Hidrolizado de proteinas de
sardina

Nombre comercial

»a

“Ameal Peptide
“Flora Proactive™

“Evolus™
HLH!lb
“KaikuVita™
“Emmi-Evolus™
Casein DP peptio drink
C12 Peption

Biozate

Peptide soup

Componente activo

IPP, VPP

IPP, VPP

FFVAPFEVFGK
FFVAPFEVFGK
Péptidos de suero
LKPNM

VY

Empresa / Pais

Calpis Co. / Japon®
Unilever / Esparia®

Valio Ltd. / Finlandia®
Mjolkursamsalan / Islandia®
Kaiku-Iparlat / Espafia®
Emmi / Suiza, Portugal, Malta e
ltalia®

Kanebo, Ltd / Japon

DMV International / Holanda

Davisco / Estados Unidos de
América

NIPPON / Japon

Aprobado por el Gobierno
Japonés como FOSHU

Estudios en humanos

Hata et al., 1996; Mizushima
et al., 2004; Aihara et al.,
2005; Mizuno et al., 2005

Seppo et al., 2002; 2003;
Tuomilehto et al., 2004;
Jauhiainen et al., 2005.

Sugai, 1998; Sekiya et al.,
1992
Townsend et al., 2004 ;
Cadee et al., 2007

Pins and Keenan, 2002;

2003; 2006
Fujita et al., 1997 a y b; Fuijita

etal., 2001

Kawasaki et al., 2000; 2002

FOSHU: Alimento de uso especifico para la salud



9. Conclusiones

Los resultados de las investigaciones recopiladas en este texto, sugieren la
posibilidad de utilizar los hidrolizados y péptidos antihipertensivos derivados de
proteinas alimentarias para mejorar la salud de los consumidores. Resulta muy
atractiva la idea de incluir estos productos como ingredientes de alimentos que
podrian ser utiles para la prevencion y/o el tratamiento de la hipertension. Su
utiidad puede ser, sobre todo, manifiesta en sujetos prehipertensos que no
precisan medicacion antihipertensiva porque son capaces de controlar su presion
arterial con la dieta. Estos productos es probable que resulten también utiles en
pacientes hipertensos mal controlados con los medios farmacoldgicos habituales.
Algunos de ellos, en realidad, han probado ya su eficacia y seguridad en pacientes
hipertensos, y se han comercializado como alimentos funcionales que se utilizan

actualmente con esta finalidad.
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