UNIVERSIDAD AUTONOMA DE MADRID
FACULTAD DE CIENCIAS
DEPARTAMENTO DE QUIMICA-FISICA APLICADA

LA

UNIVERSIDAD AUTONOMA
DE MADRID

LECHES FERMENTADAS CON
ACTIVIDAD ANTIHIPERTENSIVA:
IDENTIFICACION DE PEPTIDOS Y

EVALUACION DE SU
BIODISPONIBILIDAD

R

e
‘ :SIC Fermen taciones
Industriales

ANA QUIROS DEL BOSQUE

INSTITUTO DE FERMENTACIONES INDUSTRIALES
CONSEJO SUPERIOR DE INVESTIGACIONES CIENTIFICAS

Madrid, 2007






UNIVERSIDAD AUTONOMA DE MADRID
FACULTAD DE CIENCIAS
DEPARTAMENTO DE QUIMICA-FISICA APLICADA

LECHES FERMENTADAS CON
ACTIVIDAD ANTIHIPERTENSIVA:
IDENTIFICACION DE PEPTIDOS Y

EVALUACION DE SU
BIODISPONIBILIDAD

Memoria presentada por:

Ana Quirds del Bosque

Para optar al grado de

DOCTOR EN CIENCIA Y TECNOLOGIA DE LOS ALIMENTOS

INSTITUTO DE FERMENTACIONES INDUSTRIALES
CONSEJO SUPERIOR DE INVESTIGACIONES CIENTIFICAS

Trabajo realizado bajo la direccién de:
Dra. Isidra Recio Sanchez

Dra. Mercedes Ramos Gonzalez

Instituto de Fermentaciones Industriales, CSIC






MINISTERIO CONSEJO SUPERIOR
DE EDUCACION DE INVESTIGACIONES
Y CIENCIA CIENTIFICAS

Inst. Fermentaciones Industriales

ISIDRA RECIO SANCHEZ, CIENTIFICA TITULAR DEL INSTIT UTO DE
FERMENTACIONES INDUSTRIALES DEL CSIC Y MERCEDES RAM OS
GONZALEZ, PROFESORA DE INVESTIGACION DEL INSTITUTO DE
FERMENTACIONES INDUSTRIALES DEL CSIC

CERTIFICAN,

Que el presente trabajo tituladoLeches fermentadas con actividad
antihipertensiva: Identificacion de péptidos y eeaion de su
biodisponibilidad y que constituye la Memoria que presenta la lig@nAna Quirds
del Bosquepara optar al grado de doctor, ha sido realizado $a direccion en el
Departamento de Caracterizacion de Alimentos datitino de Fermentaciones
Industriales del CSIC.

Y para que conste firmamos el presente certifieadld de Enero de 2007.

Fdo: Isidra Recio Sanchez Fdo: Mercedes Ramos Gonzalez






A mis padres, a mi hermano y a Santi






AGRADECIMIENTOS

Esta tesis ha sido realizada en el departamento de Caracterizacion
de Alimentos del Instituto de Fermentaciones Industriales del CSIC,
gracias a una beca con cargo a un contrato de investigacién entre el CSICy
el grupo Leche Pascual, y a una beca I3P del Ministerio de Ciencia y
Tecnologia. Mi reconocimiento al Instituto de Fermentaciones Industriales
y a todo el equipo directivo, por los recursos téchicos y académicos puestos
al alcance para mi formacién académica y cientifica.

Quiero agradecer de manera muy especial a mis directoras de tesis,
la Dra. Mercedes Ramos y la Dra. Isidra Recio, la posibilidad que me han
brindado de iniciarme en la investigacion, la confianza depositada en mi
desde el primer dia en que comencé este trabajo, y por supuesto, sus
enseianzas y orientaciones.

Mi mds sincero agradecimiento a la directora del Instituto de
Fermentaciones Industriales la Dra. Lourdes Amigo y al resto de doctores
del departamento, Rosina Lopez-Fandifio, Elena Molina, Josefina Belloque,
Encarnacién Puedo, Adolfo Martinez, Victoria Moreno y M® Carmen Polo, por
su disposicién y por compartir conmigo su experiencia. Muchisimas gracias al
Dr. Pedro J. Martin por su ayuda con la parte estadistica de esta tesis.

Tengo que agradecer al Dr. Marco Antonio Delgado del departamento
de Investigacion y Desarrollo del grupo Leche Pascual, y a las Doctoras
Amaya Aleixandre y Marta Miguel del Instituto de Farmacologia y
Toxicologia del CSIC, su colaboracidn en la realizacion de este trabajo.

Estoy muy agradecida al Dr. Alberto Dadvalos, del departamento de
Bioquimica e Investigacion del Hospital Ramon y Cajal, por su ayuda en los
experimentos con células y por supuesto por sus (tiles consejos.

Gracias a Constanza Talavera por su apoyo técnico y su simpatia, asi
como al personal de secretaria y administracion (Angelines, José Luis y
Antonio).

Quiero expresar mi gratitud al Dr. Ernesto Carvalho y a la Dra.
Teresa Bertoldo, por permitirme trabajar en su laboratorio. A ellos y a todo
el personal del CPQBA de la Universidad de Campinas de Brasil, muchisimas
gracias por vuestra enorme acogida.



Muchisimas gracias a todos mis compafieros por el insuperable
ambiente de trabajo. Quiero agradecer a los doctores José Angel Gémez,
Blanca Herndndez, Maria Manso y Miriam del Pozo, su inestimable ayuda en
todo momento. Gracias a Teresa, Virginia, Graci, Paqui, Maria del Mar,
Patricia, y Mariché, por los buenos momentos en el laboratorio. Quiero
agradecer de forma muy especial a Juanma, Carol, Irene, Yolanda, Miguel,
Rosa e Ivdn, su apoyo incondicional y esas risas en los momentos de
descanso. Ademds de compaiieros son grandes amigos.

Esta tesis se la dedico a mis padres, por sus ensefianzas, por su apoyo
incondicional, por su comprension y por estar siempre conmigo. También se
la dedico a mi hermano David, que me anima en todo lo que hago y estd ahi
cuando le necesito.

Santi, este trabajo estd dedicado a ti por apoyarme tanto y por

hacerme tan increiblemente feliz.

Ana,
Enero 2007



INDICE GENERAL






indice

RESUMEN

LISTA DE ABREVIATURAS

OBJETIVO Y PLAN DE TRABAJO

INTRODUCCION GENERAL

1. Las proteinas lacteas como fuente de ingredientes funcionales
2. Leches fermentadas como alimentos funcionales
3. Péptidos derivados de proteinas alimentarias con actividad antihipertensiva
3.1. Péptidos con actividad IECA
3.2. Relacion estructura-actividad de los péptidos inhibidores de la ECA
3.3. Estrategias para la produccion de péptidos antihipertensivos
3.3.1. Fermentacion
3.3.2. Hidrdlisis con enzimas
3.4. Biodisponibilidad
3.5. Productos lacteos con efecto antihipertensivo
3.6. Estrategias para purificacion e identificacién de péptidos con actividad IECA

3.4.1. La espectrometria de masas aplicada a proteinas y péptidos lacteos

MATERIALES Y METODOS

1. Muestras
1.1. Leches fermentadas
1.1.1. Kefir
1.1.2. Leches fermentadas con Enterococcus faecalis
1.2. Leches humanas y férmulas infantiles
2. Obtencion de la fraccion soluble
3. Determinacion de la actividad inhibitoria de la ECA
Determinacion del contenido en proteina
4.1. Método Kjeldahl
4.2. Método del acido bicinconinico
4.3. Método Dumas
5. RP-HPLC a escala semipreparativa
6. Identificacion de péptidos mediante RP-HPLC-MS/MS

13

17

23

25
27
31
33
37
41
42
49
52
56
60
61

65

67
67
67
67
68
69
70
71
71
72
72
73
74



indice

7. ldentificacion de péptidos mediante espectrometria de MS/MS
8. Sintesis de péptidos
9. Biodisponibilidad
9.1. Simulacion gastrointestinal de péptidos sintéticos
9.2. Simulacién gastrointestinal de leches humanas y formulas infantiles
9.3. Evaluacioén de la resistencia a las peptidasas del epitelio intestinal y de la
absorcion y mecanismo de Transporte de los péptidos LHLPLP y HLPLP
9.4. Resistencia del péptido LHLPLP a las peptidasas plasmaticas
9.5. Busqueda en plasma del péptido LHLPLP tras su administracion oral a SHR
10. Estudios enziméticos del péptido LHLPLP
11. Estudios de estructura/actividad del péptido LHLPLP
12. Desarrollo de un método cuantitativo por RP-HPLC-MS y RP-HPLC-MS/MS
13. Obtencidn del péptido antihipertensivo HLPLP mediante hidrdlisis enzimatica
14. Médida de la actividad antioxidante. Ensayo ABTS

RESULTADOS Y DISCUSION

1. ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD INHIBITORIA DE LA ECA EN KEFIR DE
LECHE DE CABRA

2. ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD INHIBITORIA DE LA ECA EN LECHES
FERMENTADAS CON E. faecalis

2.1. Actividad inhibitoria de la ECA de leches fermentadas
2.2. ldentificacion de los péptidos con actividad inhibitoria de la ECA
2.3. Analisis cuantitativo del péptido LHLPLP
2.4. Biodisponibilidad
2.4.1. Simulacion de la digestion gastrointestinal
2.4.2. Evaluacién de la absorcién intestinal y del mecanismo de transporte
de los péptidos LHLPLP y HLPLP
2.4.3. Resistencia del péptido LHLPLP a las peptidasas plasmaticas

75
76
77
77
78

78
81
82
82
83
83
85
87

89

91

103

103
105
116
128
128

133
140

2.4.4. Busqueda en plasma del péptido LHLPLP tras su administracion oral a SHR 142

2.5. Estudios enzimaticos del péptidos LHLPLP
2.6. Estudios de relaciéon estructura/actividad IECA del LHLPLP

2.7. Obtencion del péptido antihipertensivo LHLPLP mediante hidrélisis enzimatica

144
146
149



indice

3. SIMULACION GASTROINTESTINAL DE LECHES HUMANAS Y FORMULAS
INFANTILES

CONCLUSIONES

BIBLIOGRAFIA

156

169

173






RESUMEN






Resumen

RESUMEN

En la presente Tesis Doctoral se ha llevado a cabo la identificacion de nuevos
péptidos con actividad inhibitoria de la enzima convertidora de angiotensina (IECA), en
leches fermentadas. Asimismo, se han realizado estudios de biodisponibilidad y se ha
investigado sobre la produccion de péptidos bioactivos durante la digestion
gastrointestinal de leche humana y férmulas infantiles en los neonatos. Esta tesis se ha

estructurado en tres partes.

En el primer apartado, se ha evaluado la actividad IECA en un kefir comercial de
leche de cabra. Se han aislado e identificado los péptidos inhibidores de la enzima
convertidora de angiotensina (ECA) incluidos en el extracto soluble en agua del kefir. El
aislamiento de los péptidos se ha realizado mediante dos etapas de cromatografia y
posteriormente se han secuenciado por espectrometria de masas en tdndem. Se ha
realizado una simulacién de la digestion gastrointestinal para evaluar la resistencia de
los péptidos identificados a las enzimas digestivas o la formacion de nuevos péptidos
activos con actividad IECA. Los resultados mostraron que el kefir presentaba una
actividad inhibitoria de la enzima convertidora de angiotensina moderada. Se
identificaron 16 péptidos, dos de los cuales con secuencias PYVRYL y LVYPFTGPIPN,
mostraron una potente actividad IECA. Tras la simulacion de la digestion de los
péptidos identificados, la actividad IECA fue similar o ligeramente inferior que la de los
péptidos sin hidrolizar. Sin embargo, se pudo observar un aumento importante de las
actividad tras la hidrdlisis del péptido DKIHPF.

En una segunda parte, se ha estudiado la actividad IECA de cuatro leches
fermentadas con distintas cepas de Enterococcus faecalis, y se han identificado los
péptidos responsables de su actividad. Ademas, se ha desarrollado un método
mediante cromatografia de liquidos acoplado a espectrometria de masas en tandem
gue permite la cuantificacion de péptidos activos en leches fermentadas. También se
han realizado estudios enziméticos y de biodisponibilidad de los péptidos de interés. De
este modo, se ha visto que las leches fermentadas con distintas cepas de E. faecalis

presentan una alta capacidad para inhibir la ECA. Se han identificado 8 péptidos en



Resumen

una leche fermentada con E. faecalis CECT 5727, siendo de especial interés fueron los
fragmentos 58-76 y 133-138 de la [(-caseina, con  secuencias
LVYPFPGPIPNSLPQNIPP y LHLPLP, que presentaron una potente actividad IECA.
Los resultados sobre la evaluacién de la biodisponibilidad mostraron que de las
secuencias identificadas, el péptido LHLPLP fue el Gnico que resistio la hidrélisis con
las enzimas gastrointestinales. Mediante los estudios con células Caco-2 se pudo
concluir que el LHLPLP es hidrolizado por las peptidasas celulares dando lugar al
péptido HLPLP el cual se transporta a través de la monocapa de células Caco-2,
siendo la difusion pasiva por via paracelular el principal mecanismo de transporte de
este péptido. EI HLPLP es resistente a las peptidasas plasmaticas humanas durante 4
horas en las condiciones ensayadas por lo que podria ser la forma activa del péptido
LHLPLP. Sin embargo, ni el LHLPLP ni ninguno de sus fragmentos incluyendo el

HLPLP se han podido encontrar en plasma de rata tras la administracion del péptido.

En la tercera parte de esta tesis doctoral, se ha evaluado la actividad IECA y la
actividad antioxidante en muestras de leche humana y en férmulas infantiles tras una
simulacién de la digestion gastrointestinal. Tras la digestion la fraccion peptidica
procedente de la leche humana mostré una moderada actividad IECA comparada con
las actividades encontradas en el permeado de las féormulas infantiles. Se han
identificado los péptidos producidos tras las simulacién gastrointestinal de la muestras
de leche humana, de especial interés fue el fragmento 125-129 de la B-caseina,
HLPLP, que presentd una potente actividad para inhibir a la ECA. Esta secuencia se
encuentra en una region de la B-caseina muy conservada entre las distintas especies
de mamiferos, por lo que su liberacion durante la digestion podria tener algun
significado fisiologico. El fragmento B-caseina (154-160), WSVPQPK, hallado también
en las leches humanas tras la simulacién gastrointestinal, mostr6é una potente actividad

antioxidante.
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Resumen

SUMMARY

In this Thesis several novel peptides with angiotensin converting enzyme activity
have been idenfied in fermented milks. Moreover, bioavailability studies and the
realease of bioactive peptides during gastrointestinal digestion of human milk and infant
formulas have been carried out. This Thesis has been divided in three parts.

In the first part, angiotensin converting enzyme (ACE)-inhibitory activity has been
evaluated in a commercial kefir made from caprine milk. Isolation and idenfication of
active peptides has been carried out in the 3000 Da water soluble extract of kefir.
Isolation of the peptides has been performed by following two chromatographic steps
and the peptides have been sequenced by tandem mass spectrometry. In order to
evaluate the resistance of these peptides to digestive enzymes and the release of new
active peptides, simulated gastrointestinal digestion of the identified peptides has been
also carried out. The results showed that kefir possesed moderate angiotensin
converting enzyme activity. Sixteen peptides were identified, two of these peptides with
sequences, PYVRYL y LVYPFTGPIPN, presented potent ACE-inhibitory properties.
After simulated gastrointestinal digestion of these peptides, the ACE-inhibitory activity
was similar or slightly lower than that of the non-hydrolyzed peptides. However, a

remarkable increase in this activity was observed upon hydrolysis of peptide DKIHPF.

In a second part, ACE-inhibitory activity has been studied in four milks fermented
with different strains of Enterococcus faecalis and the peptides responsible of this
activity have been identified. With the aim to quantify active peptides in the fermented
milks, an HPLC coupled with tandem mass spectrometry method has been developed.
Enzimatic and bioavailability studies of active peptides have been also performed. The
results showed that fermented milks with different strains of E. faecalis possesed high
capacity to inhibit ACE. Eight peptides were identified in a fermented milk with E.
faecalis CECT 5727. Of special interes were fragments 58-76 and 133-138 of 3-casein
which presented a potent ACE-inhibitory activity. Bioavailability results showed that of
identified sequences only the peptide LHLPLP was resistant to digestive enzymes.

From the studies with Caco-2 cells, it was concluded that the peptide LHLPLP is

11
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hydrolysed by brush border peptidases releasing the pentapeptide HLPLP, which is
transported through Caco-2 monolayer by pasive difussion via paracellular route. The
peptide HLPLP is resistant to human blood peptidases for 4 hours in the conditions
assayed, and this sequence could be the active form of the peptide LHLPLP in the
organism. However, neither LHLPLP or any of their fragments includying the peptide
HLPLP were found in rat plasma after peptide administration.

In the third part of this Thesis, the angiotensin converting enzyme and the
antioxidant activity have been evaluated in human milk samples and infant formulas
after simulated gastrointestinal digestion. The peptidic fraction from human milk after
simulated gastrointestinal digestion showed moderate ACE-inhibitory activity compared
to that found in the permeate of infant formulas. Of special interest was fragment 125-
129 of B-casein, HLPLP, which was found in human milk samples subjected to
simulated gastrointestinal digestion. This peptide presented potent ACE-inhibitory
activity. This region of the (-casein molecule is highly preserved between different
mammalian species thus its releasing during digestion could have a physiological
significance. The fragment 154-160 of [-casein, WSVPQPK, which was also found in

hydrolysed human milk samples showed potent antioxidant activity.

12
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LISTA DE ABREVIATURAS

ABTS:

CECT:
C-terminal:
ECA:
ESI-MS:

HPLC:
1Cso:

IECA:

MALDI-TOF:

MS:
MS/MS:
N-terminal:
PAS:

PAD:
QSAR:
RP-HPLC:

RP-HPLC-MS/MS:

SHR:
TEAC:
WSE:

Los diferentes aminoacidos se nombraron con el cédi

2,2'-azinobis [3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid] sal de
diamonio

Coleccion Espariola de Cultivos Tipo

Carboxilo terminal

Enzima Convertidora de Angiotensina

Espectrometria de masas con fuente de ionizacion de
electrospray

Cromatografia de liquidos de alta eficacia

Concentracion necesaria de un compuesto para inhibir el 50% de
actividad de la Enzima Convertidora de Angiotensina

Inhibicién de la Enzima Convertidora de Angiotensina
Espectrometria de masas con fuente de ionizacién de desorcién
mediante laser inducida por matriz con analizador de tiempo de
vuelo

Espectro de masas

Espectrometria de masas en tAndem

Amino terminal

Presion arterial sistélica

Presion arterial diastdlica

Modelos de relacion estructura-actividad cuantitativos
Cromatografia de liquidos de alta eficacia en fase inversa
Cromatografia de liquidos de alta eficacia en fase inversa
acoplada a espectrometria de masas en tAndem

Ratas espontdneamente hipertensas

Capacidad antioxidante equivalente al trolox

Extracto soluble en agua

go de tres letras cuando

aparecian de manera individual y con el cédigo de u na letra cuando se

encontraban en el interior de una secuencia peptidi  ca
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Obijetivo general y plan de trabajo

OBJETIVO GENERAL Y PLAN DE TRABAJO

El yogur y las leches fermentadas presentan una serie de propiedades beneficiosas
para la salud las cuales se pueden atribuir al uso de los microorganismos que se
emplean en su elaboracién, y a los diferentes productos liberados durante el proceso
de fermentacién, tales como metabolitos, iones y moléculas biolégicamente activas. Se
sabe que los sistemas proteoliticos de ciertas bacterias son capaces de liberar al medio
péptidos a partir de las proteinas lacteas. Algunos fragmentos proteicos, si bien se
encuentran en estado inactivo dentro de la proteina precursora, una vez liberados
mediante hidrdlisis pueden ejercer distintas funciones fisiologicas en el organismo.

Estos péptidos se han denominado péptidos bioactivos o péptidos funcionales.

Se han descrito péptidos derivados de proteinas alimentarias con diferentes
actividades bioldgicas: opiacea, antitrombotica, inmunomodulante, etc. Entre éstos,
cabe destacar los péptidos con actividad antihipertensiva, dada la elevada incidencia
de enfermedades coronarias en la poblacién y siendo el tratamiento de la hipertension
una de las estrategias mas utilizadas para reducir el riesgo de enfermedades
cardiovasculares. La mayor parte de los péptidos con actividad antihipertensiva
derivados de proteinas alimentarias actian inhibiendo la enzima convertidora de
angiotensina (ECA). Cabe destacar que en la mayoria de las fermentaciones lacteas no
se generan péptidos con inhibidores de la ECA, sin embargo, algunos de los péptidos
con actividad inhibitoria de la ECA (IECA) y antihipertensiva mas potentes identificados
en proteinas alimentarias, fueron aislados por el grupo del Dr. Yamamoto en una leche

fermentada con Lb. helveticus CP790 y Saccharomyces cerevisiae.

El objetivo general del presente trabajo fue la busqueda e identificacion de nuevos
péptidos con actividad IECA y antihipertensiva en leches fermentadas tipo kefir y en
leches fermentadas con distintas cepas de Enterococcus faecalis. También se llevaron
a cabo estudios de biodisponibilidad de los péptidos mediante una serie de modelos in
vitro y se desarroll6 un método cuantitativo por cromatografia de liquidos acoplado a
espectrometria de masas en tandem (RP-HPLC-MS/MS) para poder determinar la

cantidad de péptidos activos en leches fermentadas. Asimismo, se investigd sobre la
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Obijetivo general y plan de trabajo

produccion de péptidos bioactivos durante la digestion gastrointestinal de leche

humana y férmulas infantiles en los neonatos.

Para llevar a cabo este objetivo se ha desarrollado el siguiente plan de trabajo:

e Aislamiento, identificacion y actividad de péptidos inhibidores de la ECA en
Kefir de leche de cabra. Simulacién de la digestion gastrointestinal para
evaluar la resistencia de los péptidos identificado s a las enzimas digestivas o

la formacion de nuevos péptidos con actividad.

e Estudio de la actividad IECA de leches fermentadas ¢ on Enterococcus
faecalis y aislamiento e identificacién de los péptidos res ponsables de su

actividad.

e Desarrollo un método cuantitativo por RP-HPLC-MS/MS p  ara determinar de

forma rutinaria el péptido antihipertensivo LHLPLP en leches fermentadas,
con el minimo tratamiento o prefraccionamiento de | a muestra. Aplicacion del
método a distintos productos fermentados obtenidos mediante la utilizacién

de E. faecalis y diferentes condiciones de fermentacion.

e Estudios in vitro para evaluar la biodisponibilidad del péptido LHLPL P,
mediante ensayos de simulacion de la digestion gast rointestinal con enzimas
digestivas, ensayos de absorcion intestinal mediant e con cultivos celulares y
evaluacion de la resistencia de los péptidos a las peptidasas sanguineas

mediante la realizacion de ensayos con plasma.

e Obtencion del péptido HLPLP mediante hidrolisis enz imatica.

20
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e Estudio de la influencia de la digestion gastrointe stinal en el perfil peptidico
de muestras de leche humana y comparacion con el pe  rfil peptidico obtenido
tras la digestion de varias muestras de férmulas in fantiles, evaluandose la
produccion de secuencias bioldgicamentes activas o precursores de las

mismas.

21
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Introduccion

INTRODUCCION

1. Las proteinas lacteas como fuente de ingrediente s funcionales

Un alimento puede considerarse “funcional” si se demuestra satisfactoriamente que,
ademas de su efecto nutritivo, afecta beneficiosamente a una o mas funciones del
organismo de modo que mejora el estado de salud o bienestar o reduce el riesgo de
enfermedad (Diplock et al., 1990). Esta definicion es la que propone el FUFOSE
(Functional Food Science in Europe), y en ella cabe destacar tres aspectos
importantes: (1) el efecto funcional es distinto al nutritivo, (2) debe demostrarse
satisfactoriamente y (3) puede consistir en una mejoria de las funciones fisiologicas
(incluyendo funciones psicolégicas como el bienestar) o en reduccion del riesgo de
desarrollar un proceso patoldgico. El concepto de alimento funcional surgié en Japon
en la década de los 80 debido a la necesidad de mejorar la calidad de vida de una
poblacién cada vez mas envejecida que generaba altos costes sanitarios (Arai, S.
1996). Actualmente, y debido a la creciente preocupacion de los consumidores por el
binomio alimentacion y salud, el mercado de los alimentos funcionales es un sector que

se encuentra en continua expansion.

La leche y los productos lacteos son fuente de proteinas de una alta calidad
nutricional. Ademas de su elevado valor nutritivo, en los ultimos afios se ha visto que
algunas de estas proteinas o péptidos derivados de las mismas presentan diversas
actividades fisiolégicas y por lo tanto son muy interesantes desde el punto de vista
tecnologico ya que pueden emplearse como ingredientes para desarrollar nuevos
alimentos funcionales. Especialmente, el suero de queseria, un subproducto de la
industria lactea, es un suplemento proteico muy popular en distintos alimentos
funcionales (Recio y Lépez-Fandifio, 2005). Las proteinas del suero lacteo son un
grupo heterogéneo de proteinas a las cuales se les atribuyen distintas actividades
biolégicas. Entre estas se encuentran las inmunoglobulinas que confieren beneficios al
sistema inmune, la lactoferrina que presenta actividad antioxidante, antibacteriana,

antifingica y antiviral, y la lactoperoxidasa que presenta actividad antibacteriana. Los
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Introduccion

concentrados proteicos o proteinas derivadas de suero lacteo han mostrado diversas
actividades bioldgicas in vivo: actividad anticancerigena, actividad antivirica (hepatitis,
HIV), efectos en la composicion corporal y beneficios en el tracto intestinal de lactantes.
Ademas, en los ultimos afios se ha visto que determinados fragmentos de las proteinas
alimentarias, una vez liberadas de su secuencia por hidrolisis pueden exhibir
actividades bioldgicas. La leche y los productos lacteos se han mostrado como una
fuente muy rica de estos péptidos, lo que ha suscitado gran interés por parte de la
industria lactea cuyo reto es el desarrollo de tecnologias adecuadas que permitan la

produccion a gran escala de los péptidos bioactivos.

La “alimentacion personalizada” es un nuevo concepto de nutricidn que se basa en
la atencion a las necesidades nutricionales de cada individuo segun su edad, estado
fisico, enfermedades, etc. La mayoria de los péptidos bioactivos no se absorben en el
tracto gastrointestinal, ejerciendo una funcién directa en el lumen intestinal o bien
mediante la interaccidn con receptores que se encuentran en la pared del intestino.
Algunos de estos receptores podrian estar implicados en determinadas enfermedades
como el cancer, diabetes, osteoporosis, stress, obesidad o afecciones
cardiovasculares. De esta manera los péptidos bioactivos derivados de las proteinas
lacteas entran dentro del nuevo concepto de “nutricibn personalizada” y abren un
abanico de posibilidades dentro del mercado de los alimentos funcionales (Korhonen y
Philanto, 2006).

La leche humana es probablemente el primer alimento funcional que uno consume
y constituye el alimento esencial para el recién nacido durante los primeros meses de
vida. La alimentacion con leche materna proporciona multitud de beneficios para la
salud, el crecimiento y el desarrollo del individuo, y reduce el riesgo de padecer
diversas enfermedades cronicas en el futuro (Anonymous, 2005). Estos efectos
beneficiosos que se le atribuyen a la leche humana, tienen su origen en muchos de sus
componentes, y entre ellos las proteinas juegan un papel fundamental. Estas proteinas
presentan diversas actividades bioldgicas que se han demostrado in vitro, en modelos
animales y en estudios con humanos (Lonnerdal, 2003; 2004). Entre las actividades

biolégicas que se atribuye a las proteinas de la leche humana se encuentran: un
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aumento en la absorcion de nutrientes, la inhibicion de enzimas, actividades
enzimaticas, estimulacion del crecimiento, modulacion del sistema inmune y defensa
contra patégenos (German y col., 2002). Ademas, recientemente se ha visto que la
digestion de las proteinas de la leche humana puede liberar al medio péptidos
bioactivos que podrian ser responsables en parte de las propiedades beneficiosas de la
leche. Mediante la hidrélisis de las caseinas y las proteinas del suero humanas con
enzimas gastricas y pancreatina se han obtenido péptidos con actividad opiacea
(Brantl, 1984), inhibitoria de la enzima convertidora de angiotensina (ECA) (Kim y col.,
1993), antitrombdtica e inmunomodulante (Fiat y col., 1993). El péptido lactoferricina,
procedente de la hidrdlisis con pepsina de la lactoferrina humana, presenta una potente
actividad antimicrobiana con un amplio espectro de accion (Bellamy y col., 1992). La
identificacion de estas moléculas bioactivas y de sus efectos en la salud es un hoy en

dia un reto para genémica y para la protedmica.

A partir de la leche procedente de distintas especies de mamiferos se pueden
obtener una gran variedad de péptidos. Sin embargo, estos péptidos van a ser distintos
debido a diferencias cualitativas y cuantitativas entre las proteinas lacteas de las
distintas especies. En una misma especie también puede haber variaciones
dependiendo de la alimentacion, el estado de lactacion e incluso de los ciclos
circadianos (Britton y Kastin, 1991). Por dltimo, la utilizacibn de determinados
fermentos o enzimas es fundamental a la hora de promover la liberacién de ciertos
péptidos. A pesar de estas diferencias, existen regiones de las proteinas lacteas que
presentan una gran homologia entre distintas especies. Se ha postulado que la
presencia de determinados péptidos bioactivos en estas regiones no es casual y que

podria tener un significado fisiolégico (Kohmura y col., 1989).

2. Leches fermentadas como alimentos funcionales

El yogur y las leches fermentadas presentan una serie de propiedades beneficiosas
para la salud que les hace considerarse como alimentos funcionales, a la vez que
contienen multitud de ingredientes funcionales para la formulacion de otros alimentos.

Ademas, estos productos lacteos son un vehiculo excelente para la inclusiéon de otros
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ingredientes funcionales de origen lacteo o no lacteo, como por ejemplo bacterias
probidticas, carbohidratos prebidticos, fibra alimentaria, compuestos antioxidantes, etc.

(Recio y Lopez-Fandifio, 2005).

Los alimentos fermentados han sido consumidos desde los tiempos mas antiguos.
Aunque sus beneficios eran conocidos empiricamentente, no fue hasta principios del
siglo XX cuando los estudios del microbidlogo ruso llya Metchnikoff, por los cuales
recibio el premio nobel de medicina en el afio 1908, pusieron de manifiesto los efectos
positivos que el consumo de yogur tenia para la salud humana. En su libro, “The
prolongation of life“, establecié la importancia del consumo de alimentos fermentados
para contrarrestar la microflora nociva responsable de la producciéon de metabolitos

indeseables o procarcinogénicos en el intestino.

Las propiedades beneficiosas de las leches fermentadas se pueden atribuir a los
microorganismos que se emplean en su elaboracién, y a los diferentes productos
liberados durante el proceso de fermentacién, tales como metabolitos, iones y
moléculas biolégicamente activas. Los microorganismos contribuyen a la seguridad
bacteriol6gica del producto y le confieren una serie de caracteristicas desde el punto de
vista organoléptico, técnologico y nutricional. Ademas de aumentar la biodisponibilidad
de la lactosa y de las proteinas y producir un enriquecimiento de ciertas vitaminas del
grupo B, determinados microorganismos, en particular algunas bacterias acido lacticas,
como lactobacilos, bifidobacterias y los estreptococos, presentan efectos probiéticos en
el organismo (Leroy y De Vuyst, 2004). Los probibticos, se definen como
microorganismos Vvivos, principalmente bacterias y levaduras, que pueden ser
agregados como suplemento en el dieta y que afectan de forma beneficiosa al
desarrollo de la flora microbiana del intestino. Sus efectos beneficiosos han sido
descritos en algunas patologias, especialmente en las diarreas, ciertos tumores y
alérgias (Fulier, R. 1989).

Las fermentaciones con bacterias acido lacticas se hallan a veces asociadas a
fermentaciones con otro tipo de microorganismos, tales como levaduras y mohos. Un
ejemplo de esto es el kefir, una de las mas antiguas leches fermentadas originaria de

los montes del Calcaso. La fermentacion se lleva a cabo con los “granos de kefir, los

28



Introduccion

cuales contienen una microflora variada compuesta de bacterias acido lacticas y
levaduras, que junto con el polisacarido kefiran, forman una comunidad simbidtica que
confieren propiedades Unicas a esta bebida (Beshkova y col., 2002). De hecho, tanto el
kefir, como los granos de kefir, y el kefiran, han sido objeto de numerosos estudios
cientificos para demostrar su efecto beneficioso en animales y en humanos. Entre las
actividades bioldgicas que se han descrito se encuentran: actividad inmunomodulante y
antitumoral en animales, actividad antioxidante al reducir la peroxidacion de lipidos, un
efecto antidiabético, propiedades antibacterianas y antifangicas, y efecto prebidtico y
probidtico (Farnworth and Mainville, 2003). Ademas varios estudios llevados a cabo en
humanos muestran que el consumo de kefir ayuda a reducir los niveles de colesterol
(Vujicic y col., 1992), y puede emplearse como alternativa al yogur para aumentar la

digestibilidad de la lactosa (Hertzler y Clancy, 2003).

Las bacterias acido lacticas tienen la capacidad de obtener energia de la lactosa y
de hidrolizar las proteinas lacteas liberando péptidos y aminoacidos al medio. Su
capacidad proteolitica ha sido tradicionalmente explotada porque los aminoacidos y
péptidos que se forman durante la fermentacion contribuyen o son precursores de otras
sustancias que influyen en el aroma, el sabor y la textura de estos productos (Visser,
1993).

El sistema proteolitico de las bacterias acido lacticas es muy complejo y bastante
especifico e implica la accion concertada de proteinasas y peptidasas en la hidroélisis de
las proteinas lacteas hasta el nivel de aminoacidos (Figura 1). Con respecto a la
funcién que desempefian los componentes del sistema proteolitico se pueden dividir en
tres grupos (Thomas y Pritchard, 1987): 1) una proteinasa extracelular unida a la
membrana plasméatica que cataliza la formacion de oligopéptidos por degradacién
directa de la caseina, 2) en la membrana de las bacterias lacticas existen sistemas de
transporte especificos para aminoacidos, di-, tri-péptidos y oligopéptidos de hasta 18
residuos a través de la membrana celular, y 3) un sistema de distintas peptidasas
intracelulares que son las responsables Ultimas de la degradacion de los péptidos mas
largos que no se transportan al interior de la célula. En los ultimos afios se ha visto que
los sistemas proteoliticos de ciertas bacterias son capaces de liberar al medio péptidos

bioactivos a partir de las proteinas lacteas (Gobbeti y col., 2002).
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Los péptidos bioactivos pueden ejercer sus funciones mediante diversos
mecanismos. Algunos actian uniéndose a determinados receptores, otros son
inhibidores de enzimas, otros regulan la absorcion intestinal, etc. Ademas, los péptidos
derivados de proteinas alimentarias a diferencia de los péptidos bioactivos enddégenos
pueden presentar propiedades multifuncionales. Este es el caso del péptido [3-
lactorfina, YLLF, derivado de la B-lactoglobulina, que posee actividad opidcea y ademas
presenta actividad inhibitoria de la ECA (IECA) (Mullally y col., 1996).

A partir de productos lacteos fermentados se han aislado numerosos péptidos o
precursores de los mismos, y fracciones peptidicas con propiedades bioactivas. Se han
descrito péptidos con actividad inmunomodulante (LeBlanc y col.,, 2002),
anticancerigena (LeBlanc y col., 2005), hipocolesterolémica (Kawase y col., 2000),
antimicrobiana (Hernandez y col., 2005), quelante de minerales (Lorenzen and Meisel,
2005), opiacea (Rokka y col., 1997), antioxidante (Herndndez-Ledesma y col.,2005),
etc. De todos éstos, los péptidos bioactivos que han sido mas estudiados hasta el

momento son aquellos implicados en el control de la presion arterial.

Caseina
Medio
Transportador | Transportaglor
Proteina Di-Tripéptidos | oligopeptidgs
Citoplasma

Peptidasas

e Peptidasa%

Figura 1. Sistema proteolitico deactococcus lactigFoucaud y col., 1995).
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3. Péptidos derivados de proteinas lacteas con activ  idad antihipertensiva

La hipertension es una enfermedad muy comun en los paises desarrollados que
afecta aproximadamente a un tercio de la poblacién y genera unos gastos sanitarios
elevadisimos. En USA los costes de los farmacos que se emplean para el tratamiento
de la hipertension y patologias asociadas ascendieron a unos 15 billones de dolares en
el afo 2004. Una reduccion de la presion arterial reduce mucho el riesgo de padecer
enfermedades coronarias, insuficiencia cardiaca, insuficiencia renal e ictus. Se estima
gue por cada 5 mm Hg de reduccion en la presién diastolica, el riesgo de padecer una
enfermedad cardiovascular podria reducirse en un 16% (Collins y col., 1990).

La presidon sanguinea del cuerpo humano esta regulada por varias rutas
bioquimicas. Tradicionalmente, su control se ha asociado con el sistema renina-
angiotensina, pero la generacion de sustancias vasoreguladoras también se produce
por otras vias como son el sistema quinina-calicreina, el sistema de la endopeptidasa
neutral y el sistema de la enzima convertidora de endotelina. A través de estos
sistemas se producen una serie de péptidos, que junto con el balance de fluidos y
electrolitos en el organismo, regulan la presion arterial (FitzGerald y col., 2004).

Se han descrito distintos mecanismos mediante los cuales los péptidos derivados
de proteinas lacteas pueden disminuir la presion arterial. Uno de ellos es mediante la
interaccién con receptores opiaceos, como es el caso del tetrapéptido YGLF, a-
lactorfina, derivado de la a-lactoalbimina. Este péptido disminuyoé la tension arterial en
ratas espontaneamente hipertensas (SHR) y en ratas normotensas Wistar-Kyoto
cuando se les suministré por via subcutanea (Nurminen y col., 2000). Posteriormente,
se demostrd que la a-lactorfina producia una relajacion endotelio dependiente de las
arterias mesentéricas de SHR que no se observaba cuando se suministraba un
inhibidor de la de la sintasa del éxido nitrico. Se propuso asi un mecanismo de accion
gue consistiria en la estimulacion de los receptores opidceos periféricos con la
consiguiente liberacion de 6xido nitrico, que provocaria una vasodilatacion (Sipola y

col.,, 2002). Las investigaciones sobre los efectos de la a-lactorfina en ratones,
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muestran que este péptido no produce efectos secundarios en la actividad y la
coordinacion motora, temperatura rectal y otros efectos tipicos que si se presentan con

otras sustancias opiaceas tales como la morfina (ljas y col., 2004).

Otro mecanismo por el cual los péptidos pueden disminuir la presion arterial es
gracias a la capacidad de ciertas secuencias aminoacidicas para quelar minerales. Son
los denominados fosfopéptidos, que pueden formar sales solubles de fosfato y facilitar
la absorcion del calcio al impedir su precipitacion en el intestino. EI consumo de una
dieta rica en calcio ha sido relacionado con una disminucion de la presion arterial

(Scholz-Ahrens y Schrezenmeir, 2000).

Existen evidencias cientificas que indican que el estrés oxidativo y consecuente
dafo oxidativo de las células son inductores de patologias cardiovasculares, y que por
tanto, una actividad antioxidante podria ser la responsable de un efecto hipotensor
(Touyz, 2004). Asi, se ha visto que en pacientes hipertensos de edad avanzada el
tratamiento crénico con acido ascoérbico reduce considerablemente la presion arterial
sistélica (Sato y col., 2006). Se ha postulado que la actividad antioxidante que
presentan algunos péptidos antihipertensivos, podria ser el mecanismo a través del
cual estos péptidos disminuyen la presion arterial (Miguel y col., 2004). Seria necesario
realizar mas estudios que confirmen esta hipoétesis, y que demuestren si realmente los

péptidos antioxidantes pueden disminuir la tension arterial.

El efecto antihipertensivo de los péptidos mediante la inhibicion de la enzima ECA
es uno de los mecanismos mas estudiados. Algunos de los farmacos cuyo uso esta
muy extendido en el tratamiento de la hipertension, tales como el captopril, enapril,

alecepril y lisinopril, actuan mediante este mecanismo.
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3.1. Péptidos con actividad IECA

La ECA [EC 3.4.15.1] es uno de los componentes principales del sistema renina
angiotensina, y juega un papel fundamental en al regulacion de la presion arterial en el
organismo. La ECA aumenta la presion sanguinea al catalizar la conversion del
decapéptido angiotensina | en el octapéptido angiotensina Il, el cual es un potente
vasoconstrictor (Skeggs y col., 1956). Ademas la ECA también actla en el sistema
guinina-calicreina catalizando la degradacion del nonapéptido vasodilatador
bradiquinina. Los inhibidores de la ECA reducen la formacién de la angiotensina Il y la
degradacion de la bradiquinina, disminuyendo asi la vasoconstriccién de las arterias y

produciendo por tanto un efecto hipotensor (Figura 2).

Angiotensina |
DNVYIHPFHL

Bradiquinina POTENTE
RPPGESPFR VASODILATADOR

POTENTE Angiotensina Il Fragmentos
VASOCONSTRICTOR DNVYIHPFHL inactivos

A Y Y 4 ECA ' INHIBICION DE LA ECA
Vasoconstriccion Vasodilatacion
@ Incremento de la Reduccion de la
' ‘ tensién arterial l Tensién arterial

Figura 2 . Reacciones catalizadas por la ECA.

En los ultimos afios distintas investigaciones han puesto de manifiesto la capacidad
de ciertos péptidos formados como consecuencia de la proteolisis de las proteinas
alimentarias para inhibir a la ECA. Estos péptidos son agentes potenciales para el
tratamiento de la hipertension y pueden emplearse como ingredientes para el desarrollo
de nuevos productos funcionales, como suplementos dietéticos o para el desarrollo de
nuevos farmacos. El gran interés que existe en el estudio de los péptidos inhibidores de
la ECA queda reflejado en la gran cantidad de trabajos publicados sobre el tema

durante la Gltima década. Las revisiones mas recientes han sido realizadas por Lopez-
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Fandifio y col., 2006; FiztGerald y Murray, 2006; Korhonen y Pihlanto, 2006; Silva y
Malcata, 2005; Meisel, 2005, FiztGerald y col., 2004, Vermeirssen y col., 2004, Gobbetti
y col., 2004.

Los primeros péptidos inhibidores de la ECA fueron identificados en el veneno de la
serpiente Bothrops jararaca (Ferreira y col.,, 1970; Ondetti y col.,, 1971), y desde
entonces se han identificado numerosos péptidos con actividad IECA in vitro y/o con
actividad antihipertensiva demostrada in vivo, en proteinas de distintos productos
alimentarios. Se han identificado secuencias activas tanto en proteinas de origen
animal: proteinas de plasma bovino (Lee y Song, 2003), proteinas de huevo (Miguel y
col., 2004; Fujita y col., 1995), proteinas de bonito (Matsumura y col., 1993), como en
proteinas de origen vegetal: proteinas de soja (Wu y Ding, 2001), proteinas de vino
(Takayanagi y Yokotsuka, 1999), de maiz (Miyoshi y col., 1991). Sin embargo, hasta el
momento son las proteinas lacteas la mayor fuente de péptidos inhibidores de la ECA.

Muchos de los inhibidores de la ECA se han aislado a partir de hidrolizados
enzimaticos de las caseinas (Maruyama y col., 1987; Murayama y col., 1982), son las
denominadas casokininas (Meisel, 1993). Las caseinas son las proteinas mas
abundantes de la leche y tienen una estructura abierta y flexible que las hace muy

susceptibles a la proteolisis.

Los estudios de péptidos con actividad IECA en las proteinas del suero,
denominado lactokininas, estdn mas limitados debido a la estructura rigida que
presenta la [-lactoglobulina, proteina mayoritaria en el lactosuero, que la hace
resistente a las enzimas digestivas. Sin embargo, también se han identificado
fragmentos de proteinas activos en hidrolizados de proteinas de suero (Hernandez-
Ledesma y col.,, 2002; Hernandez-Ledesma y col., 2006; Pihlanto-Leppalda, 2001;
FitzGerald y Meisel, 1999; Mullally y col., 1997).
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Ensayos in vitro

Existen varios métodos para medir la actividad IECA in vitro que se emplean para
seleccionar potenciales sustancias con actividad antihipertensiva in vivo. La mayoria de
estos estudios utilizan el péptido sintético Hipuril-Histidil-Leucina que al ser incubado
con la ECA produce &cido hipurico y el dipéptido His-Leu, siendo estos productos de la
reaccion posteriormente cuantificados por diversos métodos colorimétricos (Matsui y
col.,, 1992; Chang y col.,, 2001), fluorimétricos (Friedland y Silverstein, 1976), por
electroforesis capilar (Shihabi., 1999; Chang y col., 2001), por cromatografia de liquidos
de alta eficacia (HPLC) (Shalaby y col., 2006), etc.

Uno de los métodos mas empleados para medir actividad IECA es el desarrollado
por Cushman y Cheung (1971), que se basa en la medida espectofotométrica a 228 nm
del &cido hipurico que se forma al incubar el sustrato Hipuril-Histidil-Leucina con la ECA
en presencia de sustancias inhibidoras. Este método consta de varias etapas que
incluyen la extraccion con acido hipurico, evaporacion, disolucion en agua y medida de
la absorbancia del &cido hipurico a 228 nm. Mas recientemente, se han puesto a punto
otros procedimientos que no requieren una etapa previa de extraccion del acido
hipurico. Por ejemplo, Li y col., (2005), determinan directamente la cantidad de acido
hipurico que se forma en la mezcla de reaccion mediante una reaccion colorimética.
Otro método espectrofotométrico bastante utilizado es el desarrollado por Vermeirssen
y col., 2002a, que utiliza como sustrato el tripéptido modificado furanacryloyl-Phe-Gly-
Gly y como enzima un extracto obtenido con acetona a partir de pulmén de conejo, lo
cual reduce mucho los costes del ensayo. También ha sido publicado un método
analitico que se basa en el acoplamiento simultineo de HPLC con un ensayo
bioguimico para medir la actividad IECA y con un detector de masas que permite la
identificacion de los péptidos inhibidores de la enzima (Van Elswijk y col., 2003). Este
método proporciona de forma rapida informacion quimica y bioldgica de la muestra que
se estd analizando, sin embargo para su realizacidbn se requiere un equipamiento
complejo y bastante caro. El método de fluorescencia desarrollado por Sentandreu y
Toldra, 2006, emplea como sustrato de la ECA el compuesto o-aminobenzoylglycyl-p-

nitrophenylalanylproline, y la medida del producto de la reaccion, el grupo fluorescente
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o-aminobenzoylglycine, se realiza en un fluorimetro para placas multipocillo. Este
nuevo método de fluorescencia no requiere una etapa previa de extraccion del producto
de reaccion y presenta una gran ventaja respecto a los anteriores, ya que permite

determinar la actividad IECA de un gran nimero de muestras en muy poco tiempo.

La actividad IECA puede variar dependiendo del método que se esté utilizando,
debido a la utilizacion de sustratos diferentes, o en un mismo método si las condiciones
son distintas o se emplea ECA de distintos origenes. Existe por tanto, una necesidad
de estandarizar las metodologias para determinar la actividad IECA in vitro, en concreto
es importante alcanzar niveles de actividad de la ECA similares para que los valores

obtenidos sean comparables y reproducibles (Murray y col., 2004).

La actividad IECA se calcula normalmente con el valor del ICso (concentracién
necesaria de sustancia inhibitoria para inhibir el 50% de actuacion de la ECA). Valores
del IC5p bajos se traducen en una potente actividad IECA ya que es necesaria una
concentracion muy pequefia de sustancia inhibitoria para disminuir la actuacion de la

enzima.

Ensayos in vivo

Para determinar el efecto antihipertensivo in vivo de la ECA se utilizan normalmente
ratas SHR como modelo de hipertension humana esencial. Ademas, en muchos
estudios, con el objeto de comprobar que los inhibidores de la ECA no modifican la
presion arterial de sujetos no hipertensos, se emplean las ratas Wistar-Kyoto como
control normotenso de las SHR (Lépez-Fandifio y col., 2006). Estos experimentos con

ratas constituyen una etapa previa a la realizacion de ensayos clinicos con humanos.

Los experimentos in vivo son muy importantes a la hora de evaluar la bioactividad
de los péptidos inhibidores de la ECA, ya que éstos pueden sufrir transformaciones
fisiologicas que conlleven a la pérdida de su actividad. Ademas, péptidos que en
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principio no poseen una alta eficacia para inhibir a la enzima in vitro podrian dar lugar a
fragmentos activos en el organismo y disminuir por tanto la presion arterial. A modo de
ejemplo tenemos el péptido YKVPQL que fue identificado en un hidrdlizado de
caseinas con una proteinasa de Lactobacillus helveticus CP790. Este péptido que
presentd una alta capacidad IECA (ICso de 22 uM), in vivo no mostré efecto
antihipertensivo (Maeno y col., 1996), probablemente como consecuencia de la
degradacion del péptido a fragmentos inactivos durante el proceso de digestion
(FitzGerald y col.,, 2004). En este mismo hidrolizado se purifico e identific6 otra
secuencia peptidica KVLPVPQ que al contrario que en el caso anterior poseia una baja
capacidad IECA in vitro (ICso > 1000uM), pero in vivo mostraba un potente efecto
antihipertensivo. Se comprob6 que esto se debia a que tras la digestién pancreatica se
liberaba el aminoacido Glu formandose el péptido KVLPVP el cual era el responsable
de la actividad antihipertensiva, ademas este fragmento mostraba una potente actividad

IECA in vitro con un ICsp de tan s6lo 5 uM.

También se han descrito péptidos cuya actividad IECA in vitro es baja y presentan
actividad antihipertensiva in vivo, debido a que ejercen una accion hipotensora por un
mecanismo distinto al de la inhibicién de la ECA. Un ejemplo es el péptido YP, cuya
capacidad de inhibir a la ECA in vitro es muy baja (ICso es de 720 uM), pero que in vivo

disminuye la tension arterial significativamente (Yamamoto y col., 1999).

3.2. Relacién estructura-actividad de los péptidos inhibidores de la ECA

Ondetti y col., 1977, propusieron un modelo para establecer la interaccion de los
sustratos o inhibidores competitivos con el centro activo de la ECA. Uno de los
farmacos mas utilizados en el tratamiento de la hipertension, el inhibidor de la ECA
captopril se disefidé en base a este modelo. Posteriormente, el modelo se revisé y se
empleé para el disefio de varios potentes inhibidores de la enzima (Ondetti y
Cushman., 1982; Cushman y col., 1982; Cushman y Ondetti., 1991). En este modelo se
propone que el centro activo de la ECA esta constituido por tres subunidades que

pueden interaccionar potencialmente con los aminoacidos de los sustratos o inhibidores
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de la enzima (Figura 3). Una de las subunidades presenta un grupo con una carga
positiva que forma un enlace ionico con el grupo carboxilo terminal del péptido. La
siguiente subunidad contiene un grupo capaz de interaccionar con el enlace peptidico
del aminoacido carboxilo terminal (C-terminal ), probablemente mediante un puente de
hidrégeno. La tercera subunidad presenta un &tomo de Zn** que es capaz de polarizar
el grupo carbonilo del enlace peptidico entre el antependltimo y el penultimo
aminoacido del sustrato haciéndole méas susceptible a la hidrolisis (Ondetti y Cushman.,
1982).

R R R -
e R0 Y

-NH-CH-C-NH-CH-C-NH-CH-C=0

Figura 3. Modelo de interaccion del centro activo de la ECA con los sustratos o inhibidores

competitivos.

Aunque la relacién entre la estructura y la actividad no ha sido del todo elucidada,
los péptidos con actividad IECA presentan una serie de analogias entre ellos. Para
llevar a cabo la inhibicion de la ECA es fundamental la secuencia del tripéptido C-
terminal que es por donde el péptido se une al sitio activo de la enzima (Ondetti y
Cushman, 1982). La ECA prefiere sustratos e inhibidores competitivos con residuos
hidrofébicos en el extremo C-terminal, y presenta poca afinidad por péptidos con
aminoacidos dicarboxilicos en este extremo o con aquellos que poseen el aminoacido
Pro en penultima posicidon. Sin embargo, la presencia del aminoacido Pro en ultima o
en antepenultima posicion favorece la union del péptido con la enzima (Cheung y col.,
1980; Stevens y col., 1972). Se han descrito un gran nimero de péptidos derivados de
proteinas alimentarias con actividad IECA que presentan Pro en su extremo C-terminal.

Ademas, la presencia de los aminoacidos Arg, Lys o Leu en el extremo C-terminal
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también favorece la union con la enzima (FitzGerald, Murray y Walsh., 2004; Gomez-
Ruiz y col., 2004a; Kim y col., 2001).

Recientemente, se han empleado modernas técnicas bioinforméticas para poder
establecer los requisitos estructurales que deben presentar los péptidos inhibidores de
la ECA, son los denominados modelos de relacion estructura-actividad cuantitativos
(QSAR). Estos estudios informaticos, son herramientas muy utiles que permiten
predecir la actividad biolégica de un determinado compuesto en relacién con su
estructura quimica. Asi, mediante un modelo QSAR para péptidos de hasta 6
aminoacidos derivados de proteinas lacteas, se pudo concluir que habia una relacién
entre la actividad IECA y la presencia de un aminoacido hidrofébico o cargado
positivamente en la dltima posicion de la secuencia, sin embargo, no se encontro
ninguna relacion entre la estructura del extremo amino terminal (N-terminal) y la
actividad (Pripp y col., 2004). Los resultados de otro estudio QSAR para la prediccion
de la actividad IECA de di- y tri-péptidos derivados de proteinas alimentarias, muestran
gue dipéptidos con aminoacidos con cadenas hidrofébicas y tripéptidos con un
aminoacido aromatico en el extremo C-terminal, un residuo cargado positivamente en
posicion intermedia y un aminoacido hidrofébico en el extremo N-terminal, pueden ser
potenciales inhibidores de la ECA (Wu et al., 2006).

La longitud de la secuencia peptidica, asi como la naturaleza de sus aminoacidos
también van a determinar la actividad final. De este modo, péptidos que presentan el
tripéptido C-terminal idéntico, poseen una actividad IECA muy diferente entre si. Un
ejemplo son los péptidos VRYL y VPSERYL, ambos identificados en un queso
Manchego. Estos péptidos presentaban el mismo tripéptido C-terminal y sin embargo al
evaluar su actividad IECA el primero presentd un ICso de 24,1 uM y el segundo un ICsg
de 249,5 pM, siendo este dltimo diez veces menos activo que el primero. Para
comprobar si tenia importancia en la actividad IECA la sustitucion del aminoécido Val
por el amino&cido dicarboxilico en la cuarta posicién del extremo C-terminal, llevaron a
cabo la sintesis del péptido ERYL que resulto tener un ICso de 200,3 pM, es decir, una

actividad IECA ocho veces inferior al VRYL. Esto pone de manifiesto el papel
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fundamental de la Val en la cuarta posicion del extremo C-terminal para la actividad del
péptido VRYL (Gémez-Ruiz y col., 2004a).

Los péptidos pueden adquirir distintas conformaciones, por lo que no sélo la
secuencia aminoacidica sino su estructura final van a determinar su capacidad IECA.
Las secuencias que contienen trans-Pro en su extremo C-terminal son mejores
sustratos de la enzima que las que contienen cis-Pro. El cambio que se produce en la
estructura del inhibidor dependiendo de que posea el isbmero cis o trans de la prolina
va a influir en su interaccion con el sitio activo de la enzima. Gémez-Ruiz y col., 2004b,
estudiaron la actividad IECA 'y caracterizaron estructuralmente mediante
espectrometria de masas en tandem (MS/MS) y resonancia magnética nuclear, el
pentapéptido DKIHP obtenido por dos procedimientos distintos de sintesis quimica
(Boc y Fmoc). Los analisis mostraron que cuando el péptido era sintetizado por el
método Fmoc la preparacion contenia s6lamente la forma trans-Pro y mostraba una
significativa actividad IECA, con un valor de ICso de 113,18 uM. Sin embargo, el péptido
sintético obtenido por Bmoc presento una actividad mucho menor que en el caso
anterior (ICso 577,92 uM) y los analisis estructurales mostraron que la preparacion del
péptido contenia tres conformaciones distintas, dos con trans-Pro y una con cis-Pro
(Gémez-Ruiz y col., 2004b).

trans- Pro

cis-Pro

Figura 4 . Modelo de interaccion entre el péptido inhibidor con las conformaciones trans-Pro y cis-Pro en
el extremo C-terminal (gris claro), y el sitio activo de la ECA (gris oscuro). Los puentes de hidrégeno
estan marcados en lineas discontinuas de color negro y los grupos carbonilo y carboxilo (CO y COQO)
estan coloreados en negro. El cambio de trans-Pro a cis-Pro produce un desplazamiento del grupo CO
del aminoacido anterior del péptido inhibidor DKIHP (sefialado con una flecha) al sitio opuesto de la

cadena peptidica, perdiendo la unién de un puente de hidrégeno con la enzima.
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Los isbmeros L y D de los aminoacidos en algunas posiciones de la secuencia
peptidica también influyen en la estereoespecificidad de ECA. Asi, la enzima muestra
una gran afinidad por la esteroespecifidad del aminoacido que se encuentra en tercera
posicion empezando por el extremo C-terminal, pero muy baja estereoespecificidad por
el residuo que se encuentra en cuarta posicién desde el extremo C-terminal (Oshima y
col., 1979). Por ejemplo, Maruyama y col., 1987, encontraron que el tripéptido D-VAP
mostraba una baja actividad IECA (ICsp 550 uM) mientras que la configuracién L del
mismo péptido mostraba una potente actividad (ICso 2 uM), en cambio, la actividad
IECA de las configuraciones del tetrapéptido L-FVAP y D- FVAP era practicamente la

misma, presentando un ICsp de 10 y 17 uM respectivamente.

3.3. Estrategias para la produccion de péptidos anti  hipertensivos

Basicamente, la produccion de péptidos con actividad IECA y/o antihipertensiva a
partir de su proteina de origen se puede realizar, mediante hidrdélisis con diferentes
tipos de enzimas: digestivas, microbianas o vegetales, mediante fermentacion con
diferentes tipos de microorganismos o mediante una combinacion de estos procesos
(Korhonen y Pihlanto, 2006). Ademéas de estos procedimientos, también se han
obtenido secuencias activas por sintesis quimica (Kohmura y col., 1989), y se han
utilizado técnicas de ADN recombinante para obtener péptidos activos o precursores de
éstos. Kim y col., 1999, expresaron por ingenieria genética y purificaron la as;-caseina
humana en Escherichia coli, para obtener posteriormente su hidrolizado triptico rico en
péptidos inhibidores de la ECA. También, se ha expresado en Escherichia coli el
péptido inhibidor de la ECA derivado de la B-caseina FFVAPFPEVFGK, identificado por

Maruyama y Suzuki, 1982 en un hidrolizado triptico de caseinas (Lv y col., 2003).
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3.3.1. Fermentacion

Leches fermentadas

La fermentacién lactea se ha empleado con éxito para la produccion de péptidos
con actividad IECA y antihipertensiva. Existen estudios que muestran una relacion
proporcional entre la inhibicién de la ECA in vitro y el nivel de proteolisis en distintas
leches fermentadas (Fuglsang y col., 2003). Sin embargo, cabe destacar que con la
mayoria de los cultivos iniciadores empleados en la fabricaciéon de productos lacteos
fermentados no se generan péptidos inhibidores de la ECA (Pihlanto-Leppald y col.,
1998). El cultivo iniciador empleado, y en concreto, la especificidad de sus enzimas y
su capacidad proteolitica, son determinantes para llevar a cabo la produccion de
péptidos con actividad antihipertensiva. Asi, se ha encontrado que ciertas cepas de
bacterias acido lacticas como Lactobacillus helveticus, Lactobacillus rhamnosus,
Lactobacillus acidophilus o Lactococcus lactis subs. cremoris son capaces de producir
leches fermentadas que presentan actividad/péptidos IECA (Yamamoto y col., 1999;
Leclerc y col., 2002; Hernandez-Ledesma y col., 2004c). En la Tabla 1 se muestran las
secuencias con actividad IECA identificadas en leches fermentadas con distintos tipos
de microorganismos, el valor de su ICso y en los casos donde se ha determinado, su
capacidad antihipertensiva en SHR. Como se puede ver en esta tabla la mayoria de los
péptidos IECA identificados hasta el momento en leches fermentadas son producidos
por distintas cepas de Lactobacillus helveticus.

Lb. helveticus es una bacteria que posee una alta capacidad proteolitica en la leche,
y algunas de sus cepas (CPN4, CP790, CP611, CP615, JCM1006, JCM 1004, LBK
16H, R211, R389, NCC2765) son capaces de producir leches fermentadas con
actividad/péptidos IECA (Yamamoto y col., 1994; Yamamoto y col., 1999; Sipola y col.,
2002b; Leclerc y col., 2002; Robert y col., 2004; Pan y col., 2005). De hecho, algunos
de los péptidos con actividad IECA y antihipertensiva mas potentes identificados hasta
el momento en proteinas alimentarias, fueron aislados por el grupo del Dr. Yamamoto

en una leche fermentada con Lb. helveticus CP790 y Saccharomyces cerevisiae. Esta
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leche se encuentra comercializada en Japén por la compafiia Calpis” con el nombre de
Ameal S, y las secuencias de aminoacidos identificadas como responsables de su
actividad antihipertensiva son los tripéptidos VPP e IPP. Estos péptidos presentaron
valores de actividad IECA expresados como ICsp de 5 y 9 uM respectivamente
(Nakamura y col., 1995a). Estas mismas secuencias se encuentran también en la leche
Evolus” fermentada con la cepa LBK-16H de Lb. helveticus, comercializada por Valio
Ltd en Finlandia como alimento con fines terapéuticos para el tratamiento de la
hipertension. Recientemente, una cepa de Lb. helveticus que produce una leche con
propiedades antihipertensivas ha sido patentada (Flambart 2004; 2005), lo que ha
permitido el desarrollo del producto Cardi-04TM por Chr. Hansen A/S en Dinamarca,
gue se comercializa como bacteria acido lactica con la habilidad para generar péptidos

antihipertensivos durante la fermentacion.
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Tabla 1. Péptidos inhibidores de la ECA identificados en leches fermentadas.

Disminucion
. IC50 . . .
Fragmento Secuencia o Bacterias lacticas PAS mmHg Referencia
O
Lb. helveticus y
-CN f(84-86) VPP 9 . 32.1+/-5.3 Nakamura y col. (1995)
Sacc. cerevisiae
Lb. helveticus y
B-CN f(74-76) IPP 5 o 28.3+/-4.8 Nakamura y col. (1995)
Sacc. cerevisiae
051-CN f(146-147)
B-CN f(114-115) YP 720 Lb. helveticus CPN4 27.1+/-7.1 Yamamoto y col. (1999)
K-CN (58-59)
Lb. delbrueckii )
B-CN f(6-14) LNVPGEIVE 300.1 _ n.d Gobbetti y col. (2000)
subsp. Bulgaricus SS1
Lb. delbrueckii
B-CN f(73-82) NIPPLTQTPV 173.3 subsp. Bulgaricus SS1 nd Gobbetti y col. (2000)
B-CN f(147-155) NLHLPLPLL 15 Lb. helveticus NCC 2765 n.d Robert y col. (2004)
[-CN f(146-155) ENLHLPLPLL 250 Lb. helveticus NCC 2765 n.d Robert y col. (2004)
-CN f(145-155) VENLHLPLPLL 175 Lb. helveticus NCC 2765 n.d Robert y col. (2004)
0s1-CN 1(39-48) FVAPFPEVFG 650 Lb. helveticus NCC 2765 n.d Robert y col. (2004)
ENLLRFFVAPF .
051-CN f(33-48) 250 Lb. helveticus NCC 2765 n.d Robert y col. (2004)
PEVFG
NENLLRFFVAP )
0s1-CN f(32-48) 55 Lb. helveticus NCC 2765 n.d Robert y col. (2004)
FPEVFG
LNENLLRFFVA
0s1-CN f(31-48) 280 Lb. helveticus NCC 2765 n.d Robert y col. (2004)
PFPEVFG
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La especificidad de las enzimas de algunas cepas de Lb. helveticus para producir
péptidos con actividad IECA se ha demostrado en varios estudios. La Tabla 2 muestra
varias secuencias de péptidos con actividad IECA y/o antihipertensiva obtenidos por
hidrdlisis de las caseinas con enzimas aisladas o purificadas de Lb. helveticus, el valor
de su ICsp y en los casos donde se ha determinado su capacidad antihipertensiva en
SHR. Yamamoto y col., 1993, llevaron a cabo el aislamiento y purificacion de una
proteinasa asociada a la pared celular de Lb. helveticus CP790, que se empled para
llevar a cabo la digestion de las caseinas lacteas (Yamamoto y col., 1994; Maeno y
col., 1996). En este hidrolizado se identificaron un total de 25 péptidos procedentes de
la as1-CN y de la B-CN, algunos de ellos mostraron una potente actividad IECA (Tabla
2). Ademas, este hidrolizado disminuy6 de la presion arterial cuando se suministré a
SHR. Este efecto antihipertensivo se observd también cuando se suministré la leche
fermentada directamente con Lb. helveticus CP790. Sin embargo, los dos controles
utilizados en este estudio; un hidrolizado triptico de caseinas y la leche fermentada con
Lb. helveticus CP791, una variante de la cepa CP790 que carece de la proteinasa, no
causaron disminucién de la presion arterial, lo que pone de manifiesto que los péptidos
liberados por la proteinasa de la pared de Lb. helveticus CP790 es la responsable de la
capacidad de este microorganismo para producir una leche fermentada con efecto
hipotensor (Yamamoto y col., 1994). También se han obtenido péptidos con actividad
IECA y antimicrobiana a partir de las caseinas lacteas procedentes de seis especies
distintas; vaca, oveja, cabra, bufalo, cerdo y humano, utilizado una proteinasa de Lb.
helveticus PR4 purificada parcialmente (Minervini y col., 2003).

Ademas de Lb. helveticus otras bacterias &acido lacticas se han mostrado como
productoras de leches fermentadas con actividad/péptidos IECA. Por ejemplo, se han
aislado y caracterizado péptidos inhibidores de la ECA en leches fermentadas con Lb.
delbrueckii subsp. bulgaricus SS1 y Lactococcus lactis subsp. cremoris FT4, que son
LAB con un uso muy extendido como cultivos iniciadores en la fabricacién de leches
fermentadas y varios tipos de quesos (Gobbetti y col., 2000). Varios productos lacteos
fermentados del mercado espafol, presentaron una moderada actividad IECA

(Herndndez-Ledesma y col., 2004b; 2005), aunque superior a la obtenida en leche
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pasteurizada y UHT. En la India se comercializa la “leche Dahi”, fermentada con Lb.
delbrueckkii subsp. bulgaricus, a la cual se han atribuido efectos beneficiosos para la
salud, y que posee actividad IECA in vitro y antihipertensiva en humanos (Ashar y
Chand, 2003; 2004a). Los resultados de estos estudios revelan de la importancia de la
fermentacién como procedimiento en la generacién de péptidos inhibidores de la ECA a
partir de las proteinas lacteas o de oligopéptidos precursores de péptidos con actividad

(Hernandez-Ledesma y col., 2004c).

Tabla 2. Péptidos inhibidores de la ECA obtenidos por hidrélisis de las caseinas bovinas con

proteinasas de Lactobacillus helveticus

Fragmento Secuencia Cepa de_ C50° Disminucion Referencia
L. helveticus (uM) PAS mmHg

0s-CN f(104-109)  YKVPQL CP790 22 12,5+/-52  Maeno y col. (1996)
0s1-CN f(143-148) AYFYPE CP790 106 n.d Yamamoto y col. (1994)
0s1-CN f(170-199) GTQYTDAPSFSDIPNPIGSENSEKTTMPLW  CP790 346 n.d Yamamoto y col. (1994)
0s;-CN f(1-6)* RPKHPI PR4 40.3 n.d Minervini y col. (2003)
0s2-CN (198-202) TKVIP CP790 400 9,2 +/- 2,7 Maeno y col. (1996)
0s-CN f(189-192) AMKPW CP790 580 4,6 +/-5,8 Maeno y col. (1996)
0s2-CN f(190-197) MKPWIQPK CP790 300 29+/-59 Maeno y col. (1996)
0s2-CN f(189-197) AMKPWIQPK CP790 600 0,6 +/- 4,2 Maeno y col. (1996)
-CN f(169-175) KVLPVPQ CP790 >1000 24,1 +/-7,8 Maeno y col. (1996)
B-CN f(43-69) DELQDKIHPFAQTQSLVYPFPGPIPNS CP790 4 n.d Yamamoto y col. (1994)
B-CN f(70-97) LPQNIPPLTQTPVVVPPFLQPEVMGVSK CP790 144 nd Yamamoto y col. (1994)
B-CN f(113-127)  KYPVQPFTESQSLTL CP790 93 n.d Yamamoto y col. (1994)
[-CN (158-175) PPQSVLSLSQSKVLPVPE CP790 25 n.d Yamamoto y col. (1994)
B-CN f(161-175) SKVLPVPE CP790 39 n.d Yamamoto y col. (1994)
B-CN (183-190) RDMPIQAF CP790 209 n.d Yamamoto y col. (1994)
B-CN f(191-209)  LLYQQPVLGPVRGPFPIIV CP790 21 n.d Yamamoto y col. (1994)
[-CN (193-209) YQQPVLGPVRGPFPIIV CP790 101 n.d Yamamoto y col. (1994)
B-CN f(140-143) LQSW CP790 500 16+/-34 Maeno y col. (1996)
B-CN f(58-66) LVYPFPGPI PR4 183.5 n.d Minervini y col. (2003)

Quesos

Durante el proceso de maduracion del queso se produce una hidrélisis de las
proteinas lacteas como consecuencia de la accién concertada de varias enzimas de

distinta procedencia como son: las enzimas enddgenas de la leche, fundamentalmente
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la plamina, el cuajo utilizado para la fabricacion del queso y las enzimas del cultivo
microbiano iniciador y de otro tipo de microorganismos que intervienen en esta etapa
(Lépez-Fandifio y col., 2006). En la maduracién, se van a formar por tanto una serie de
péptidos, cuyo numero y caracteristicas van a depender de las materias primas
empleadas en la elaboracién del queso (leche, cuajo y microorganismos) y de las
caracteristicas del proceso de fabricacién. En este sentido, diferentes tipos de quesos
se han mostrado como fuente de péptidos con actividad IECA y cuya actividad

antihipertensiva ha sido demostrada en algunos casos (Saito y col., 2000).

En la Tabla 3 se muestran algunas de las secuencias de péptidos inhibidores de la
ECA identificados en distintos tipos de quesos, su valor de ICso y el valor de
disminucién de la presion arterial en SHR. Algunos de estos estudios han mostrado que
la actividad IECA en los quesos va aumentando al incrementarse el nivel de proteolisis
durante la maduracioén, hasta un determinado limite en el cual comienzan a degradarse
los fragmentos activos que se habian formado dando lugar a secuencias inactivas,
produciéndose una disminucién de la actividad (Meisel, 1997). Este es el caso de un
gueso Manchego donde se estudid la actividad IECA y se identificaron secuencias
activas en el extracto soluble en agua. Los valores de actividad IECA fueron bajos
durante los cuatro primeros meses, aumentaron hasta el octavo mes en el cual la
actividad fue méxima, y después la actividad volvid a disminuir hasta el décimo

segundo mes (Gémez-Ruiz y col., 2002).

También se han aislado y caracterizado secuencias activas en distintas clases
de quesos espafioles (Gomez-Ruiz y col.,, 2006), de quesos italianos (Addeo y
col.,1992), en queso Gouda (Saito y col., 2000), en queso Parmesano (Meisel y col.,
1997), y en un queso con bajo contenido en grasa comercializado en Finlandia con el
nombre de “Festivo” (Ryhanen y col., 2001). En este ultimo se aislaron tres péptidos
procedentes de la as;-caseina, f (1-9), f (1-7) y f (1-6), que presentaron actividad IECA.
El péptido as;-caseina (1-9) se forma también durante la maduracion del queso Gouda
y presenta una alta actividad IECA (ICsp 13,4 uM) y una moderada actividad
antihipertensiva (9.3 +/- 4.8 mmHg).
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Tabla 3. Péptidos inhibidores de la ECA identificados en distintos tipos de diferentes quesos

Disminucion
_ ) IC50 maxima de la .
Secuencia Péptido Referencia
Queso (uM) PAS mmHg en
SHR
-CN (199-204) VRGPFP 592,0 n.d Gomez-Ruiz y col., (2002)
0s2-CN f(205-208) VRYL 24,1 n.d Goémez-Ruiz y col., (2004a)
Manchego
0s1-CN f(86-92) VPSERYL 2495 nd Gomez-Ruiz y col. (2004a)
0s1-CN f(102-109) KKYNVPQL 77,1 n.d Gomez-Ruiz y col., (2004a)
0s2-CN f(202-204) IPY 206,0 n.d Gomez-Ruiz y col., (2004a)
0s1-CN f(1-9) RPKHPIKHQ 13,4 9,3 +-4,8 Saito y col., (2000)
Gouda 8 meses
-CN f(60-68) YPFPGPIPN 14,8 7,0 +/- 3,8 Saito y col., (2000)
Crescenza B-CN f(58-72) LVYPFPGPIPNSLPQ 18,0 n.d Smachi and Gobbeti, (1998)
Queso de cabra B-CN (201-204) VRGP 120,9 n.d G6émez-Ruiz y col., (2006)
Manchego Varios fragmentos ~ PFP 1444 n.d G6émez-Ruiz y col., (2006)
Manchego, Roncal,
Idiazabal,  Cabrales, p.c\ f(47-51) DKIHP 113,1 n.d Gémez-Ruiz y col., (2006)

Queso de Cabra
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3.3.2. Hidrdlisis con enzimas

La utilizacién de enzimas de distintos origenes para hidrolizar proteinas es una de
las técnicas mas empleadas en la produccion y caracterizacion de péptidos bioactivos.
La liberacion de los péptidos con actividad depende del sustrato, de la enzima utilizada
para llevar a cabo la proteolisis, y de las condiciones del proceso de hidrolisis tales

como la temperatura, el pH, el tiempo, etc.

En la Tabla 4 se muestran algunos de los péptidos inhibidores de la ECA
identificados en hidrolizados de proteinas lacteas con distintas enzimas, el valor del
ICs0 Y, en los casos donde se ha determinado, su capacidad antihipertensiva en SHR.
Como se puede observar en la Tabla 4, la tripsina es una de las enzimas que se ha
empleado con éxito en la produccion de péptidos con actividad. Esto puede deberse a
la especificidad que presenta la ECA por sustratos o inhibidores competitivos con Lys o
Arg en el extremo C-terminal (Lopez-Fandifio y col., 2006). Un ejemplo de esto lo
encontramos en los trabajos llevados a cabo por Maruyama y colaboradores, en un
hidrolizado triptico de caseina bovina donde identificaron varias secuencias con potente
actividad IECA y antihipertensiva (Maruyama y Suzuki, 1982, Maruyama y col., 1985;
1987). Mas recientemente, hidrolizados tripticos de proteinas de suero (Pihlanto-
Leppéala y col., 2000; Mullally y col., 1997), de asp;-caseina (Tauzin, Miclo y Gaillard,
2002) y de k-caseina (Manso y Lopez-Fandifio, 2003) se han mostrado también como

fuente de péptidos inhibidores de la ECA.

Otras enzimas de origen animal, vegetal y microbiano, como por ejemplo: la
alcalasa, quimotripsina, elastasa, termolisina, proteinasa K, pepsina, preparados de
enzimas pancreaticas, etc. también se han empleado para la obtencion de péptidos con
actividad IECA a partir de las proteinas de suero y de las caseinas. Algunas de ellas,
como por ejemplo la elastasa, una enzima de origen vegetal, mostré una baja eficacia a
la hora de producir hidrolizados de proteinas de suero con actividad IECA (Mullally,
Meisel y FiztGerald., 1997; Pihlanto-Leppald y col., 2000); probablemente debido a la
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estructura rigida que presentan estas proteinas que las hace menos susceptibles a la
hidrdlisis. Sin embargo, enzimas de origen microbiano como son la termolisina y la
proteinasa K han mostrado una alta especificidad para generar péptidos activos a partir
de las seroproteinas. Por ejemplo, Herndndez-Ledesma y col., 2002, llevaron a cabo la
hidrdlisis de B-lactoglobulina ovina y caprina con varias enzimas de distintos origenes,
siendo los hidrolizados preparados con enzimas de origen microbiano los que
presentaron mayor actividad. En uno de estos hidrolizados preparado con la proteasa
termolisina, se identificaron las secuencias LLF y LQKW, que poseian una potente
actividad IECA (Hernandez-Ledesma y col., 2002; 2006).

Recientemente, con una proteasa derivada del moho Aspergillus Oryzae se ha
producido un hidrolizado de caseinas con una potente actividad IECA y antihipertensiva
en SHR, comparado con otros hidrolizados de caseina preparados con proteasas
comerciales de distinta procedencia (Mizuno y col.,, 2004). Se ha demostrado la
presencia de los potentes inhibidores de la ECA IPP y VPP en este hidrolizado
(Matsuura y col., 2005), asi como su eficacia para disminuir la presion arterial en

pacientes con hipertensién moderada y alta (Sano y col., 2005; Mizuno y col., 2005a).
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Tabla 4. Péptidos inhibidores de la ECA obtenidos a partir de proteinas lacteas por hidrélisis enzimética

) IC50 . Disminucion
Fragmento Secuencia Enzima Referencia
(OM) PAS mmHg
o Maruyama y Suzuki., (1982)
0s1-CN f(23-34) FFVAPFPEVFGK 77 tripsina 34 +/- 13 .
Karaki y col., (1990)
o Maruyama y col., (1985)
B-CN f(177-183) AVPYPQR 15 Tripsina 10 +/- 0,7 .
Karaki y col., (1990)
o Maruyama y col., (1987a)
0s-CN f(194-199) TTMPLW 16 Tripsina 13,6 +/- 3,6 .
Karaki y col., (1990)
Tripsina + endopeptidasa
0s1-CN f(23-27) FFVAP 6 o . n.d Maruyamay col., (1987)
especifica de prolina
B-lg f(142-148) ALPMHIR 42,6 Tripsina n.d Mullally y col., (1997)
B-CN f(193-202) YQQPVLGPVR 300 Tripsina n.d Meisel y Schlimme, (1994)
[-lg f(102-105) YLLF 172 Tripsina nd Chiba y Yoshikawa, (1986)
a-La f(99-108) VGINYWLAHK 327 Tripsina n.d Philanto-Leppala y col., (2000)
a-La f(104-108) WLAHK 77 Tripsina n.d Philanto-Leppéla y col., (2000)
o Hernandez-Ledesma y col,
[-lg f(103-105) LLF 79,8 Termolisina n.d
(2002)
o Hernandez-Ledesma y col.,
B-Ig f(58-61) LOKW 34,7 Termolisina n.d

(2002)
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3.4. Biodisponibilidad

El potencial efecto hipotensivo de los péptidos inhibidores de la ECA depende de
su capacidad para alcanzar intactos los 6rganos donde van a realizar su funcion. Varios
estudios llevados a cabo con animales hipertensos y ensayos clinicos en humanos han
demostrado que ciertas secuencias tienen la capacidad de disminuir la presién arterial,
sin embargo es dificil establecer una relacion directa entre la capacidad de inhibir la
ECA in vitro y la actividad antihipertensiva in vivo. El estudio del mecanismo de accion
de los péptidos bioactivos es fundamental a la hora de disefiar alimentos funcionales
con propiedades fisiolégicas (Shimizu, 2004 biofactors). Se sabe que dipéptidos y
tripéptidos pueden transportarse a través de la mucosa intestinal via el transportador
PepT: (Yang y col., 1999). Sin embargo, existen también evidencias de que péptidos
de mayor tamafio pueden absorberse en el intestino degaldo (Chabance y col., 1998;
Gardner, 1984; Roberts y col., 1999). Se ha demostrado que algunos péptidos con
actividad IECA y antihipertensiva son capaces de absorberse en el tracto
gastrointestinal acumulandose en diversos o6rganos por lo que podrian ejercer su
mecanismo de accion sistémicamente (Masuda y col., 1996; Matsui y col., 2002b). Sin
embargo, se postula que determinados péptidos antihipertensivos podrian no
absorberse en el tracto intestinal, ejerciendo una funcion directa en el lumen intestinal o
bien podrian ejercer su funcibn mediante la interaccion con receptores que se

encuentran en la pared del intestino.

Las enzimas digestivas, la absorcién a través del tracto intestinal y las proteasas
sanguineas, pueden producir la hidrdlisis de los péptidos inhibidores de la ECA dando
lugar a fragmentos inactivos o con una actividad mayor que su secuencia precursora
(Vermeirssen et al., 2004). Ademas, para ejercer un efecto in vivo los péptidos
inhibidores de la ECA no deben ser sustratos de la enzima. En este sentido, los
péptidos pueden clasificarse en tres grupos atendiendo a su comportamiento frente a la
ECA: (1) los verdaderos inhibidores, cuyo ICso no se ve modificado tras la incubacién
con la enzima, (2) péptidos que son sustrato de la ECA y que por tanto son hidrolizados
tras la incubacion dando lugar a fragmentos que presentan baja actividad IECA, y (3)

péptidos que son convertidos en verdaderos inhibidores bien por la accién de la ECA o
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por las proteasas gastrointestinales. Solo las secuencias que pertenecen a los grupos 1

y 3, pueden ser potenciales para mostrar un efecto antihipertensivo (Fujita y col., 2000).

Digestion gastrointestinal

La simulacién de la digestion fisiol6gica es una herramienta muy util para evaluar la
estabilidad de los péptidos con actividad IECA frente a las enzimas digestivas. Ademas,
como se Vvio anteriormente, la digestion con proteasas gastrointestinales es una buena
estrategia para la obtencion de péptidos con actividad (ver apartado 3.3.2); con la
ventaja de que los péptidos formados durante la hidrdlisis seran resistentes a la

digestion fisiologica después de ser ingeridos (Matsui y col., 2002a).

Se han llevado a cabo varios estudios in vitro que muestran la importancia de la
digestion en la formacion y degradacion de péptidos inhibidores de la ECA (Gomez-
Ruiz y col., 2004a; Hernandez-Ledesma y col., 2004; Vermeirssen y col., 2003; Roufik y
col., 2006). En estos estudios los péptidos se someten a dos etapas de hidrélisis donde
se simula el proceso de digestion que tiene lugar en el organismo. En primer lugar, se
lleva a cabo una hidrolisis con pepsina a pH acido que simula el proceso de digestion
gue tiene lugar en el estbmago, y a continuacion, en una segunda etapa, se realiza una
digestion con un extracto pancreatico a pH basico para simular el proceso de digestion

intestinal.

La simulacion de la digestion también es til a la hora de estudiar la forma activa y
el mecanismo de accion de péptidos con demostrada actividad antihipertensiva in vivo.
Por ejemplo, Miguel y col., 2006, encontraron que el péptido YAEERYPIL, derivado de
la ovoalbumina, que presentaba una potente actividad IECA (ICso= 5,4 uUM) y
antihipertensiva, era susceptible a la degradacién por las enzimas digestivas. El péptido
sufria una hidrdlisis total tras la simulacion gastrointestinal dando lugar a los
fragmentos YAEER y YPI. Ensayos con ratas SHR mostraron que el péptido YAEER no
bajaba significativamente la presidn arterial, siendo el tripéptido YPI el que presentaba
un efecto antihipertensivo significativo. Este fragmento que seria la posible forma activa
de la secuencia YAEERYPIL, podria ejercer su accion por un mecanimo distinto a la
inhibicion de la ECA (Miguel y col., 2006).
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Absorcion en el intestino

Los péptidos que han resistido el proceso de digestion y llegan intactos al intestino,
bien pueden ejercer una funcion local, o si su accion es sistémica deben atravesar el
epitelio y pasar al torrente circulatorio. Existen tres rutas fundamentales a través de las
cuales los péptidos pueden ser transportados en el epitelio intestinal: mediante un
transportador especifico, por via paracelular, o por trancitosis (Figura 4 ). El tamafio de
los péptidos y su hidrofobicidad son factores fundamentales que van a influir en el tipo
de transporte (Shimizu y col., 1997). Se ha descrito que dipéptidos y tripéptidos pueden
transportarse activamente mediante el transportador PepT: (Meredith y Boyd, 1995).
Otros péptidos y proteinas pasan a través del epitelio intestinal pasivamente por via
paracelular, como es el caso del tetrapéptido GGYR (Shimizu y col., 1997). Por altimo,
la trancitosis; un mecanismo de transporte que tiene lugar en el interior de las células
mediado por vacuolas, se ha descrito como ruta principal para el transporte de

determinados péptidos como por ejemplo la bradiquinina (Shimizu y col., 1997).

Los mecanismos de transporte de oligopéptidos a través del intestino se han
investigado mediante el empleo de células Caco-2; una linea de células procedente de
un carcinoma colorectal humano que presentan actividades enzimaticas y mecanismos
de transporte similares a los del epitelio del intestino delgado. Por esta razén las
células Caco-2 se han establecido como modelo para estudiar la absorcién de

farmacos y de otros compuestos en el intestino.

Existen muy pocos estudios sobre el transporte de péptidos inhibidores de la ECA
en el intestino. Satake y col., 2002, demostraron que el tripéptido antihipertensivo VPP
se transportaba principalmente por difusion a través de células Caco-2, aunque una
pequefia cantidad del péptido podria absorberse transcelularmente via el transportador
PepTl1l. Otro péptido inhibidor de la ECA, el heptapéptido lactokinin, ALPMHIR,
procedente de un hidrolizado de la B-lactoglobulina con tripsina, se absorbia intacto y
rapidamente, cuando se incubaba con una capa de células Caco-2. No se descarto,
que el ALPMHIR fuera hidrolizado por las peptidasas durante el proceso de transporte,

ya que se detectd una baja concentracion del péptido en la parte basolateral, donde se
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recogen los compuestos que han atravesado las células Caco-2 (Vermeirssen y col.,
2002b).

w

© ©

Transporte Transporte Transportador Flujo P-gp
Paracelular Transcitético especifico

Figura 5. Rutas de transporte de un compuesto a través del epitelio intestinal

Estabilidad en el suero sanguineo

El elevado nimero de péptidasas que se encuentran en la sangre hace que el
tiempo en el que ciertos péptidos son estables en el plasma sea muy corto. Sin
embargo, existen evidencias de que péptidos con actividad IECA pueden absorberse
en el tracto digestivo y ser transportados por el torrente circulatorio sin ser hidrolizados
por las proteasas sanguineas. El tripétido antihipertensivo VPP fue detectado en la
aorta de SHR a las que se habia suministrado la leche fermentada Calpis® (Masuda y
col., 1996). Otro péptido con actividad IECA y antihipertensiva con secuencia VY
derivado de musculo de sardina fue detectado en plasma humano, siendo su absorcion
transepitelial dosis-dependiente y alcanzando el maximo de concentracion en plasma
después de 2 horas de la administracion oral del péptido a sujetos normotensos. Sin
embargo, las cantidades detectadas de VY en el plasma fueron muy bajas comparadas
con las dosis suministradas, probablemente debido a una rapida acumulacién del
péptido en los tejidos (Matsui y col., 2002). De hecho, se demostré que el péptido VY

se encontraba en cantidades mucho mayores en los tejidos de diversos érganos que en
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el plasma, y que este dipéptido producia la supresion de los sistemas renina-
angiotensina aortico y renal, o que pone de manifiesto que probablemente la aorta y el

riion sean los 6érganos diana del VY (Matsui y col., 2004).

3.5. Productos lacteos con efecto antihipertensivo

Los modelos in vitro proporcionan una informacion muy valiosa para evaluar la
susceptibilidad de los péptidos con actividad IECA a las diferentes peptidasas y
proteasas del organismo y determinar su paso a través de la barrera intestinal. Sin
embargo, estos estudios tienen una serie de limitaciones; por ejemplo, se ha
comprobado que los experimentos de digestion in vitro no pueden predecir con total
seguridad el comportamiento de los péptidos durante la digestién gastrointestinal. El
grado de hidrélisis de un determinado péptido durante la digestion fisiolégica va a
depender de su tamafio, de su naturaleza, y de la presencia de otros péptidos en el
medio (Roufik y col., 2006). S6lo mediante los estudios en animales y en humanos se
puede asegurar el efecto hipotensivo de un determinado péptido o de un alimento
funcional (FitzGerald y col., 2004).

Estudios en ratas

La actividad antihipertensiva de varios péptidos y productos lacteos con actividad
IECA se ha investigado mediante ensayos con SHR. Estos estudios constituyen un
paso previo a los ensayos clinicos con humanos. La capacidad antihipertensiva de la
leche fermentada Calpis” y de los potentes inhibidores de la ECA IPP y VPP
identificados en esta leche, se demostré en SHR. Tras la administracion aguda de los
péptidos se comprobd que la disminucion de la presion arterial estaba directamente
relacionada con la cantidad suministrada de éstos, concluyendo asi su papel
fundamental en el efecto hipotensor de la leche fermentada (Nakamura y col.,1995b).
Ademas en ratas SHR alimentadas durante un largo periodo con leche Calpis” se vi6
que la presion arterial sistdlica y la actividad de la ECA en la aorta era

significativamente mas bajas que las ratas alimentadas con una leche control
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(Nakamura y col., 1996). La disminucion de la presion arterial tras la administracion de
la leche fermentada Evolus® y de los péptidos IPP y VPP en un tratamiento crénico se
ha observado en otros estudios (Sipola y col.,, 2001; 2002b), corroborando asi la
eficacia de los productos fermentados que contienen los tripéptidos IPP y VPP para

atenuar el desarrollo de hipertension a largo plazo.

También se ha medido la presion sanguinea a corto y largo plazo tras la
administracion aguda y cronica a SHR de un hidrolizado triptico de caseinas que
presentaba actividad IECA (ICs50=166 pg/ml), y que contenia los péptidos inhibidores de
la ECA, FFVAPFPEVFGK, TTMPLW y AVPYPQR derivados de la B-CN (Maruyama y
col., 1987a;1985; Murayama y Suzuki, 1982). El hidrolizado disminuy6 la presion
arterial de las SHR y provocé una inhibicion de la vasoconstriccion causada por la
conversibn de angiotensina | a angiotensina Il. Estos resultados sugieren que
realmente el efecto antihipertensivo del hidrolizado es debido a los péptidos con
actividad IECA que contiene (Karaki y col., 1990)

Estudios en humanos

Existen muy pocos trabajos en los que se evalle las propiedades antihipertensivas
de alimentos o péptidos con actividad IECA en humanos (Tabla 5; Lépez-Fandifio y
col., 2006). En algunos de estos estudios como los realizados con el fragmento 23-34
de la ag-caseina y el hidrolizado BioZate®, no se proporcionan datos sobre la
concentracion de los componentes activos y el disefio de los experimentos se describe
brevemente (Pins y Keenan, 2003; Sugai, 1998; Townsend y col.,, 2004). La mayor
parte de los estudios en humanos se centran en leches fermentadas e hidrolizados que
contienen las secuencias IPP y VPP. En los ultimos 10 afios se han llevado a cabo mas
de 20 ensayos clinicos en poblaciones de origen japonés y europeos, demostrandose
la eficacia de estos tripéptidos para disminuir la presion arterial. Los ensayos se han
realizado en sujetos con hipertension moderada o tension normal alta y en sujetos
hipertensos. Las diferencias que se observan en el efecto de la disminucion de la
presion arterial de los péptidos pueden deberse a diferencias en las poblaciones, si son
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de origen europeo o0 japonés, la dieta de origen o el disefio de los experimentos. Cabe
destacar que las reducciones en la presion arterial sistélica que causan el IPP y el VPP
en humanos, son muy modestas en comparacion con los efectos previamente
documentados en SHR (-28,3 y -32,1 mmHg, respectivamente; Nakamura y col.,
1995Db).

En los ensayos clinicos realizados hasta el momento con los tripéptidos IPP y VPP,
no se han observado efectos secundarios tales como son tos y problemas en el
metabolismo de lipidos, que si se presentan con otros farmacos inhibidores de la ECA
como el captopril (Takano, 1998). Ademas, estos ensayos muestran la capacidad de
los péptidos inhibidores de la ECA para disminuir de forma gradual la tension arterial en
sujetos hipertensos, pero no se detectan disminuciones en la presién arterial de
aguellos que estan dentro de la normalidad. Por otro lado, distintos estudios
toxicologicos realizados con animales para comprobar la seguridad de los péptidos IPP
y VPP muestran que la administracion de estos peéptidos, incluso a dosis muy altas, no

presenta efectos adversos (Maeno y col., 2005; Mizuno y col., 2005b).

En la Tabla 5 se encuentran reflejados los productos que existen en el mercado y
gue ofrecen alegaciones acerca de la reduccion de la presion arterial en humanos, los
componentes activos responsables de la reduccién de la presiéon arterial y las dosis
utilizadas y la presion arterial inicial de los sujetos en los estudios. Entre otros
productos, se encuentra la leche fermentada Calpis que contiene los péptidos IPP y
VPP comercializada en Japon por Calpis Co., que ademas comercializa un hidrolizado
de casefnas con Aspergillus oryzae con el nombre de AmealPeptide® cuyos
componentes activos también son el IPP y el VPP. Unilever ha afiadido AmealPeptide®
a un yogur liquido lanzando al mercado espafiol un producto designado como
Flora/Becel pro.active®. De la misma forma, el producto lacteo Evolus® fermentado con
Lactobacillus helveticus LBK-16H (Valio Ltd, Finlandia y Kaiku Vitabrand®, Espafia), un
hidrolizado de caseinas que contiene el péptido FFVAPFEVFGK (asi-caseina 23-34)
(Casein DP, Kanebo, Ltd, Japén, y C12 peptide, DMV, Paises Bajos) y un hidrolizado
de proteinas de suero (BioZate, Davisco, US), se comercializan como productos con

propiedades antihipertensivas.
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Tabla 5. Estudios clinicos con productos lacteos y péptidos que presentan efecto antihipertensivo en

humanos

Producto

Componene activo

Dosis

Tensién arterial inicial de los

sujetos

Efecto en la presion

arterial sistolica

Referencia

Calpis
(leche fermentada)

Calpis

(leche fermentada)

Péptido Ameal

(Hidrolizado de caseinas)

Evolus/Kaiku Vitabrand

(leche fermentada)

Evolus/Kaiku Vitabrand

(leche fermentada)

Evolus/Kaiku Vitabrand
(leche fermentada)

PéptidoC12
(Hidrolizado de proteinas de

leche bovina que contiene ag;-
(23-34) +

caseina acido

alginico)

Dodecapéptido DP

(Hidrolizado triptico de wun

hidrolizado de caseinas
enriquecido en aog-caseina
(23-34))
Biozate 1

(Hidrolizado de proteinas de

suero)

IPP (1,04 mqg)
VPP (1,42 mg)

IPP (1,15 mg)
VPP (1,98 mg)

IPP + VPP (1,8 mg)
IPP + VPP (2,5 mg)
IPP + VPP (3,6 mg)

IPP (2,25 mg)
VPP (3-3,75 mg)

IPP (2,25 mg)
VPP (3-3,75 mg)

IPP (2,4-2,7 mg)
VPP (2,4-2,7 mg)

FFVAPFEVFGK
(100-200 mg)
Acido Alginico
(877-1754 mg)

200 mg de hidrolizado

20 g de hidrolizado

Hipertensos

Hipertension media

Presion arterial normal alta

Hipertension moderada

Hipertension moderada

Hipertensos

Hipertension moderada

Hipertensos

Hipertension moderada

Hipertensos

-9,4 mmHg (4 semanas)

-14,1 mmHg (8 semanas)

-4,3 mmHg (2 semanas)

-5,2 mmHg (4 semanas)

-6,3 mmHg (6 semanas)
-6,7 mmHg (6 semanas)

-10,1 mmHg (6 semanas)

-14,9 mmHg (8 semanas)

-6,7 mmHg (21 semanas)

-16 mmHg (8-10 semanas)
-11 mmHg (5-7semanas)

-9 mmHg (y 6 mmHg DBP) a las
6 h comparando con 2 h, a dosis

altas de acido alginico

-6 mmHg (4 semanas)

-11 mmHg (-7mmHg DBP)

comparando con el control.

Hata y col., (1996)

Mizushima y col.,
(2004)

Mizuno y col., (2005a)

Seppo y col., (2002)

Seppo y col., (2003)

Tuomilehto 'y col,
(2004)
Townsend y col,

(2004)

Sugai (1998)

Pins y Keenan, (2003)

Tomado de Lépez-Fandifio y col., 2006
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3.6. Estrategias para la purificacion e identificaci  6n de péptidos con actividad
IECA

La identificacion de péptidos bioactivos en alimentos presenta una serie de
dificultades que limitan mucho el conocimiento sobre la liberacion de los péptidos
bioactivos a partir de sus proteinas precursoras. Estas dificultades se deben por un
lado a la complejidad de la matriz y por otro a las bajas concentraciones a las que se
encuentran los analitos a analizar, por ello es necesario llevar a cabo etapas de
purificacion y concentracién de los péptidos de interés. La ultrafiltracion es una técnica
gue se ha empleado con éxito para la obtencion de fracciones enriquecidas en péptidos
antihipertensivos procedentes de las proteinas lacteas (Gomez-Ruiz y col., 2004a;
Hernandez-Ledesma y col., 2004a; Pihlanto-Leppaléd y col., 2000; Mullally y col., 1997,
Maeno y col., 1996; Nakamura y col., 1995a). Los péptidos biolégicamente activos
suelen tener entre 3 y 20 aminoacidos (Pihlanto-Leppéald, 2001), y la mayoria de los
péptidos con actividad IECA descritos hasta el momento son de pequefio tamario.
También es util para llevar a cabo una preconcentracion de los péptidos inhibidores de
la ECA la utilizacion de cartuchos en fase inversa C,g (Curtis y col., 2002; Hernandez-
Ledesma y col., 2005; Yamamoto y col., 1999) o la realizacién de una etapa previa de

cromatografia de exclusion molecular (Pihlanto-Leppéala y col., 2000).

Las técnicas de cromatografia liquida rapida de proteinas y de HPLC en fase
inversa tanto analitica como preparativa se utilizan para llevar a cabo la separacion y
concentracion de los péptidos. Los equipos de HPLC permiten la separacion de los
componentes de mezclas complejas y dan informacién sobre los tiempos de retencion
de dichos componentes. Posteriormente la identificacion de los péptidos se lleva a cabo
mediante el andlisis secuencial del extremo amino-terminal (Maeno y col., 1996;
Nakamura y col., 1995a; Ryhanen y col., 2001; Ashar y Chand., 2004b; Pan y col.,
2005), mediante espectrometria de masas combinada con el analisis secuencial del
extremo amino-terminal (Leppéala y col., 1998; Saito y col., 2000; Minervini y col., 2003;
Didelot y col., 2006) o mediante espectrometria de masas (Haileselassie y col., 1999;
Gobbetti y col., 2004). El desarrollo de las técnicas de HPLC acopladas a
espectrometria de MS/MS (HPLC-MS/MS) ha hecho posible el analisis de péptidos en
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mezclas complejas sin necesidad de llevar a cabo una separacion previa de los
componentes (Papayannopoulos, 1995). Estas técnicas analiticas son muy Utiles a la
hora de identificar péptidos bioactivos en matrices complejas como son los hidrolizados
de proteinas alimentarias o los productos fermentados. Hasta el momento, no se han
realizado muchos estudios donde la técnica de HPLC-MS/MS se utilice en identificacion
de péptidos con actividad IECA. En nuestro grupo de investigacion esta técnica se ha
empleado para identificar péptidos inhibidores de la ECA en queso Manchego (Gomez-
Ruiz y col.,, 2002) y en distintos queso espafioles (Gémez-Ruiz y col., 2006), en
distintos productos fermentados comerciales (Hernandez-Ledesma y col., 2004a;
2005), en diversas fomulas infantiles (Hernandez-Ledesma y col., 2004b), en un
hidrolizado de p-lactoglobulina con termolisina en condiciones desnaturalizantes
(Hernandez-Ledesma y col., 2006) y en un hidrolizado de clara de huevo con pepsina
(Miguel y col., 2005).

3.6.1. La espectrometria de masas aplicada a protei nas y péptidos lacteos

La espectometria de masas es la técnica instrumental mas completa a la hora de
llevar a cabo la identificacion de proteinas y péptidos. Entre las multiples caracteristicas
gue hacen de la espectrometria de masas una técnica analitica extraordinaria podemos
citar: su alta eficacia para la identificacibn de moléculas, es una técnica cualitativa y
cuantitativa, puede analizar muestras complejas sin necesidad de separar los
componentes individuales, posee una gran sensibilidad y es una técnica muy rapida
(Esteban, 1993). Hoy en dia las técnicas de ionizacion, los sistemas de masas en
tandem (MS/MS) y el acoplamiento de la espectometria de masas con otras técnicas
como son la cromatografia de gases, técnicas de HPLC, electroforesis capilar, etc. se
usan con éxito para la elucidacién estructural de las moléculas organicas en el andlisis

de alimentos.

La leche y los productos lacteos son matrices extremadamente complejas, lo que
hace que la espectrometria de masas acoplada o no a otras técnicas analiticas

constituya hoy en dia una herramienta fundamental en el andlisis de sus componentes
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guimicos. La aplicacion de la espectrometria de masas a las proteinas de la leche y de
otros productos lacteos ha permitido entre otras aplicaciones determinar variantes
genéticas y modificaciones postransducionales, determinar la calidad de la leche
durante el procesado, detectar adulteraciones y llevar a cabo la identificaciéon de
péptidos. Asi, por ejemplo, la espectrometria de masas con fuente de ionizacién de
electrospray (ESI-MS) se ha empleado para caracterizar dos variantes genéticas de la
B-caseina bovina, la variante F (Visser y col., 1995) y la variante G (Dong y Ng-Kwai-
Hang, 1998). Molle y Leonil, (1995) mediante ESI-MS pudieron identificar hasta 18
especies moleculares distintas de una misma variante genética de caseinmacropéptido.
Estas especies se diferencian en el grado de glicosilaciéon y también en el grado de

fosforilacion.

La espectrometria de masas también se ha empleado para determinar la calidad de
la leche en el procesado, y para poder detectar adulteraciones. Asi, la espectrometria
de masas con fuente de ionizacién de desorcion mediante laser inducida por matriz con
analizador de tiempo de vuelo (MALDI-TOF) se ha utilizado para detectar la
degradacion térmica y para determinar el contenido de proteina de diferentes muestras
de leche sometidas a distintas condiciones de pasteurizaciéon (70°C-90°C, 10-30 s) y de
esterilizacion (140°C-150°C, 2-5 s) (Catinella y col., 1996a, 1996b). La deteccion de
adulteraciones, como la adicion de leche bovina a leche de bufala para la elaboracion
de queso Mozzarella o la adiccién de leche bovina a leche de oveja, se ha determinado
de forma rapida y eficiente mediante MALDI-TOF (Angeletti y col., 1998; Fanton y col.,
1998).

La espectrometria de masas también se ha empleado con éxito para el estudio de
la formacién e identificacion de péptidos en productos lacteos. Asi, MALDI-TOF se
empled para determinar el grado de proteolisis durante la fermentacién de un yogur con
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus y Streptococcus thermophilus. Se comprobo
gue la hidrdlisis con el primer microorganismo era mucho mayor que con el segundo.
La proteolisis aumentaba si se utilizaban las dos bacterias conjuntamente (Fedele y
col., 1999). La técnica de espectrometria de masas tanto por MALDI-TOF como por

ESI-MS se han utilizado para identificar péptidos en queso. MALDI-TOF permitié la
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identificacion de ocho péptidos en queso Cheddar que se originaban a partir de la as;-
caseina, as-caseina y (-caseina (Gouldsworthy y col., 1996). La ESI-MS y la ESI-
MS/MS, permitieron la identificacion de 25 aminoacidos en distintas etapas de
maduracion de un queso Cheddar y en un queso comercial Cheddar (Alli y col., 1998).
Trece de los péptidos identificados derivaban de la as;-caseina, siete de la 3-caseina y

cinco de la k-caseina.

Mas recientemente, la técnica de espectrometria de masas se ha comenzado a
aplicar a la identificacion y caracterizacion de péptidos bioactivos. Ademas de la
aplicaciéon en la identificacion de péptidos con actividad IECA, la espectrometria de
masas es en general una herramienta de gran utilidad en el estudio de péptidos
bioactivos. Vermeirssen y col., (2002b) han empleado MALDI-TOF para estudiar el
transporte del péptido ALPMHIR a través de una monocapa de células Caco-2. Kuwata
y col., (2001), también han empleado la espectrometria de masas para estudiar la
resistencia de péptidos bioactivos derivados de lactoferrina en el tracto intestinal de
ratas. La produccion del tetrapéptido antihipertensivo a-lactorfina mediante una
hidrdlisis continua de suero de leche de cabra en un reactor de ultrafiltracion se estudio
mediante espectrometria de masas (Bordenave y col., 1999). En nuestro grupo de
investigacion la resistencia de péptidos con actividad IECA y la formacion de nuevos
péptidos durante la digestibn gastrointestinal se ha estudiado mediante RP-HLPC-
MS/MS (G6émez-Ruiz y col., 2004a; Hernandez-Ledesma y col., 2004a; 2004b).
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MATERIALES Y METODOS

1. Muestras

1.1. Leches fermentadas

1.1.1. Kefir

Se adquirieron cuatro muestras de un Kefir comercial de leche de cabra
correspondientes a diferentes periodos de tiempo a lo largo del afio. Segun la
informacion proporcionada por el fabricante, este producto habia sido elaborado con
leche pasteurizada y fermentada con granulos de Kefir. Los granulos contenian una
mezcla de bacterias lacticas: Lactococcus lactis, Lactococcus cremoris, Lactococcus
biovar. diacetylactis, Leuconostoc mesenteroides ssp. cremoris, Lactobacillus
plantarum, Lactobacillus casei, y levaduras: Kluyveromyces marxianus var. fragilis
(Torula Kefir).

1.1.2. Leches fermentadas con Enterococcus faecalis

La preparacion de las leches fermentadas con diferentes cepas E. faecalis se llevd
a cabo segun el método descrito por Muguerza y col., 2006, en el Departamento de
Investigacion y Desarrollo del Grupo Leche Pascual. Estas cepas de E. faecalis se
aislaron a partir de leche cruda y se depositaron en la Coleccién Espafiola de Cultivos
Tipo (CECT) denominandose CECT 5727, CECT 5728, CECT 5826 y CECT 5827. Se
prepararon cultivos iniciadores incubando las distintas cepas de E. faecalis en leche
desnatada esterilizada reconstituida al 10% (p/p) a una temperatura de 30°C durante la
noche. Un 3% (v/v) de este cultivo iniciador se afadi6 a la leche desnatada
reconstituida y se fermenté durante 48 horas a una temperatura de 30°C. El

crecimiento microbiano durante la fermentacién se determindé mediante recuento en
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placa de agar M17 tras la incubacion durante 48 horas a 30 °C. El proceso de
fermentacién se par6 mediante un proceso de pasteurizacion a una temperatura de

75°C durante 1 minuto.

En los estudios de desarrollo de un método de cuantificacion, las leches
fermentadas se prepararon segun el procedimiento descrito anteriormente (Muguerza y
col., 2006). La fermentacion se realizo a distintos periodos de tiempo entre O hy 48 h a
una temperatura de 30 °C. Alternativamente, siguiendo el procedimiento anterior, los
cultivos iniciadores se emplearon para inocular una leche a la que se habia afiadido un
10% de sacarosa, Yy en la que el contenido en proteina se habia estandarizado con dos
concentrados comerciales de proteina lactea: 1,8% (v/v) Belka DL 403 (Bel Industries,
Paris, Francia) y 1,8% (v/v) MTM E70 (Meggle, Wasserburg, Alemania). Las leches
fermentadas resultantes se analizaron de esta manera y también después de
mezclarlas con distintas proporciones de un yogur liquido comercial edulcorado y
aromatizado (Yosport; Grupo Leche Pascual, Aranda de Duero, Spain). Una de estas

leches se enriquecio con Ca (2 g/L) (Miguel y col., 2005).

1.2. Leches humanas y férmulas infantiles

Se obtuvieron siete muestras de leche humana correspondientes a diferentes
periodos de lactacion. Tres muestras (HM-1, HM-2 y HM-3) se habian recogido entre la
3° y 4° semana después del parto, una muestra (HM-4) se obtuvo en la 7° semana
después del parto, y las otras tres muestras (HM-5, HM-6, y HM-7) se recogieron entre

las semanas 13° y 16° después del parto.

Las férmulas infantiles (IF1-IF8) eran muestras comerciales en polvo elaboradas
con proteinas de leche bovina. Estas formulas son adecuadas para la alimentacion del
recien nacido durante los cuatro primeros meses de vida, y su composicion, y
concentracion proteica se encuentra recogida en la Tabla 6. Se prepararon soluciones

de las férmulas disolviendo las leches en polvo en agua Milli-Q® de acuerdo con las
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instrucciones del fabricante. La relacion (p/v) para preparar las muestras fue: 15,6%
(IF-1, IF-2 y IF-3), 14,6% (IF-4), 15% (IF-5y IF-7) y 14,3% (IF-6 y IF-8).

Tabla 6. Composicion y contenido de proteina de las férmulas infantiles.

Formulas Composicion Concentracion de proteina
Infantiles (g /100 g)

IF-1 Hidrolizado de a-La y caseinas 13,1

IF-2 Hidrolizado de proteinas de suero 13,3

IF-3 Leche desnatada y suero 12,0

IF-4 Proteinas de suero 12,6

IF-5 Leche desnatada y suero 13,0

IF-6 Leche desnatada, suero y proteinas lacteas 9,5

IF-7 Caseinatos 12,3

IF-8 Leche desnatada y suero 9,8

2. Obtencioén de la fraccion soluble

El extracto soluble en agua de las leches fermentadas con diferentes cepas de E.
faecalis se obtuvo centrifugando a 20.000 x g durante 10 minutos a una temperatura de
10°C. El sobrenadante obtenido se filtr6 a través de papel Whatman n° 40 y se

determiné el pH y el ICso segun se detalla en el apartado 3.

El extracto soluble en agua se fracciond mediante ultrafiltracion a través de una
membrana hidrofilica de 3.000 Da de tamafio de poro (Centripep, Amicon Inc, Beverly,
MA, USA). En el permeado y el retenido obtenidos se midio el ICso. Posteriormente, la
fraccion menor de 3000 Da se congeld, liofilizé y se mantuvo a -20°C hasta su posterior

analisis.

El extracto soluble en agua de los distintos lotes de Kefir se obtuvo de la misma
forma que en el caso anterior con ligeras modificaciones. Las muestras se

centrifugaron a 12.000 x g, 10 minutos a 5°C. El extracto soluble en agua obtenido tras
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la centrifugacion y filtrado se ultrafiltro a través de una membrana de celulosa
regenerada de 3000 Da de tamafio de poro y 4,5.10° m? de area efectiva (Millipore
Corporation, Bedford, MA, USA). El equipo de ultrafiltracion estaba conectado a una
fuente de nitrégeno y constaba de una celda de ultrafiltracion con agitacion (model
8400, Millipore), una celda de reserva (RC 800, Millipore), y una valvula selectora de
concentracion (CDS10, Millipore).

3. Determinacion de la actividad inhibitoria de la ECA

La actividad IECA se midi6é espectrofotométricamente de acuerdo con el método de
Cushman y Cheung (1971), con algunas modificaciones. El compuesto empleado como
sustrato de la ECA fue el Hipuril-Histidil-Leucina de Sigma Chemical (St. Louis, MO,
USA). Se disolvié en un tampdn borato sodico 0,1 M, con cloruro sédico 0,3 M para
obtener una concentracion final de 5 mM de sustrato a un pH de 8,3. A 100 ul del
sustrato se le afladieron 40 ul de cada una de las muestras cuya actividad inhibitoria de
la ECA se quiso determinar. Se afadi6 2 mU de la enzima ECA (EC 3.4.15.1, 5.1
U/mg) (Sigma), disuelta en glicerol al 50%. La reaccion se llevo a cabo a 37°C durante
30 minutos. La enzima se inactivé por descenso de pH, adicionando 150 pl de HCI 1 N.
El acido hipurico formado se extrajo con 1000 pl de acetato de etilo. Tras agitacion y
posterior centrifugacion a 4.000 x g durante 10 minutos a temperatura ambiente, se
tomaron 750 pl de la fase organica. Este volumen se evaporo por calentamiento a 95°C
durante 15 minutos. El residuo de &cido hipurico se disolvié en 800 ul de agua destilada
y tras agitar, se midi6 la absorbancia a 228 nm en un espectrofotometro DUR-70

(Beckman Instruments, Inc., Fullerton, CA, USA).

La actividad inhibitoria IECA fue calculada como la cantidad de proteina soluble
necesaria para inhibir el 50% de la enzima (ICso). La actividad de cada muestra se
determind por triplicado, y para calcular la actividad inhibitoria de cada muestra se

empled la siguiente formula:

Abs:ontrol - AbSnuestra
% Actividad inhibitoria = x 100

AbSontrol - ADSpianco
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Abscontrol: Absorbancia del acido hipurico formado tras la accion de la ECA sin inhibidor.

Abspianco: Absorbancia del Hipuril-Histidil-Leucina que no ha reaccionado y que ha sido

extraido con el acetato de etilo.

Absmuestra: Absorbancia del acido hipurico formado tras la accién de la ECA en

presencia de sustancias inhibidoras.

El blanco recibié el mismo tratamiento que el resto de las muestras, pero en vez de
afadir enzima se afadié agua, y el control positivo también se sometié al mismo

tratamiento pero empleandose 40 pl de agua en el lugar de la muestra.

o 0
11 '
= C = G|y_His-|_eu —> e o G|y + His- Leu
Hipuril Histidil Leucina Acido Hipurico (Abs 228 nm)

Figura 6. Reaccién catalizada por la ECA, segun el método de Cushman y Cheung (1971).

4. Determinacion del contenido en proteina

4.1. Método Kjeldahl

El método se desarroll6 segun la norma IDF Estandar 20B (IDF, 1993). Se emple6
un sistema de digestion Tecator y un analizador Kjeltec auto 1030, ambos adquiridos a
Foss Electric S/A (Hillerod, Dinamarca). Tras la primera digestion con acido sulfarico
concentrado a ebulliciébn en presencia de sulfato potasico y sulfato de cobre como
catalizadores y la posterior destilacion por arrastre de vapor en medio alcalino, se
recogid el destilado sobre una solucion de acido bdérico empleando como indicador el

rojo de metilo. El amoniaco recogido se valoré con HCI 0,1 N.
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4.2. Método del acido bhicinconinico

El contenido proteico de las fracciones obtenidas por RP-HPLC, liofilizadas y
redisueltas en agua Milli-Q, se determiné mediante la técnica colorimétrica del acido

bicinconinico, empleando el ensayo de diagndéstico de Pierce (Rockford, IL, USA).

En una placa multipocilllo de poliestireno (SARSTEDT, Newton, CA, USA), se
afladieron 20 pl de cada muestra y 200 pl de reactivo de trabajo preparado mezclando
los reactivos A y B del ensayo diagndstico de trabajo en una proporcion 50:1. El
reactivo A se componia de carbonato y bicarbonato sédico, acido bicinconinico y
tartrato sédico en una solucién de hidroxido sddico 0,1 M. El reactivo B era una
solucién de sulfato cuprico al 4%. El método consiste en la reduccién del Cu*? a Cu**
por parte de las proteinas en medio alcalino (reaccion de Biuret). La interaccion del
Cu*! con dos moléculas de &cido bicinconinico da lugar a un complejo de color purpura
con un maximo de absorcion a 562 nm. La absorbancia del complejo es lineal en un

rango de concentracion de proteina de 20 pg/ml a 2000 pg/ml.

La reaccion se llevo a cabo en un equipo lector fotométrico de microplato
Multiskan” Ascent (Labsystems, Hampshire, UK), a una temperatura de 37°C durante

60 minutos, y una vez finalizada se midi6 la absorbancia en dicho equipo a 570 nm.

Para la curva de calibrado se prepararon concentraciones de seroalbumina bovina
de 0,0312; 0,0625; 0,125; 0,25; 0,5 mg/ml, y se analizaron con la metodologia

anteriormente detallada.

4.3. Método Dumas

El contenido de proteina del extracto soluble en agua de las leches humanas y de

las férmulas infantiles digeridas segun se describe en el apartado 9.2, se midio en el
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Instituto del Frio (CSIC) mediante el método de combustion Dumas (Wiles y Gray,
1998) en un equipo automatico LECO FP-2000 (LECO Corp, St. Joseph, MI, USA).

5. RP-HPLC a escala semipreparativa

El equipo empleado (Waters Series 600 HPLC; Waters Corp., Mildford, MA, USA)
constaba de una bomba (modelo delta 600), un controlador de gradiente (modelo 600),
un inyector (modelo 717 plus), un detector de ultravioleta de longitud de onda variable
(modelo 996), un colector de fracciones y un software de adquisicion y procesado de
datos (Millenium 3.2). La columna es una Prep Nova Pak” HR Cig (300 x 7,8 mm d.i., 6
um de tamafio de particula, 60 A de tamafio de poro) (Waters). El disolvente A es una
mezcla de agua y acido trifluoroacético (1000:1) y el disolvente B es una mezcla de
acetonitrilo y acido trifluoroacético (1000:0,8). El flujo fue de 4 mi/min y la absorbancia

del disolvente se monitorizé a 214 nm.

Para llevar a cabo el aislamiento de las fracciones peptidicas de la la leche
fermentada con E. faecalis CECT 5727, el permeado menor de 3000 Da procedente del
proceso de ultrafiltracion vy liofilizado se disolvié en agua en una concentracion de 100
mg/ml y se hizo pasar a través de un filtro de tamafio de poro de 0,45 pm. La muestra
se eluyd con un gradiente del disolvente B del 0% al 35% en 70 minutos a 35°C. En
cada analisis cromatografico el volumen de muestra inyectado fue de 500 ul y las
fracciones que se separaron se recogieron un total de 12 veces; una vez retirado el
acetonitrilo se liofilizaron y se guardaron a —20°C y posteriormente se determind la
actividad IECA siguiendo el método detallado en el apartado 3.

Con el objetivo de llevar a cabo el andlisis de las fracciones obtenidas con mayor
actividad IECA, el extracto soluble en agua menor de 3000 Da se sometid a un
segundo andlisis mediante RP-HPLC a escala semipreparativa. En este analisis se
empled el mismo equipo, columna y disolventes que en el caso anterior, pero la

muestra se eluyd con un gradiente de disolvente B que fue isocratico al 20% durante 10
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minutos y después lineal del 20% al 35% durante 40 minutos a una temperatura de
35°C.

De nuevo, el extracto soluble en agua menor de 3000 Da liofilizado se disolvié en
agua en una concentraciéon de 100 mg/ml y se hizo pasar a través de un filtro de
tamafio de poro de 0,45 um. En cada andlisis cromatogréfico, el volumen de muestra
inyectado fue de 800 pl. Las fracciones que se separaron se recogieron un total de 24
veces y una vez retirado el acetonitrilo se liofilizaron y se guardaron a —20°C.
Posteriormente se determind la actividad IECA siguiendo el método detallado en el

apartado 3.

El aislamiento de las fracciones peptidicas del Kefir se realiz6 de la misma forma
gue en el caso de de la leche fermentada con Enterococcus faecalis CECT 5727 con
algunas modificaciones. El extracto soluble en agua menor de 3000 Da procedente del
proceso de ultrafiltracion, liofilizado se disolvid en agua en una concentracion de 150
mg/ml. En el primer andlisis cromatogréafico la muestra se eluyé con un gradiente del
disolvente B del 0% al 30% en 70 minutos, el volumen de inyeccion fue de 1200 pl y las
fracciones en que se dividi6 el cromatograma se recogieron de 12 a 14 veces. Se
realizd un segundo andlisis para conseguir una mejor separacion de los péptidos de las
fracciones mas activas. El gradiente del disolvente B fue del 8% al 20% en 45 minutos,
el volumen de inyeccién fue de 1000 ul y las fracciones se recogieron tras 45

inyecciones.

6. ldentificacién de péptidos mediante RP-HPLC-MS/MS

Los analisis se llevaron a cabo en un equipo HP Agilent 1100 System (Agilent
Technologies, Waldbronn, Germany) equipado con una bomba cuaternaria Agilent
Series 1100. Como sistema de adquisicién de datos se utilizé el programa ChemStation
(Agilent Technologies). Se empleo una columna en fase inversa Hi-Pore C18 (250 x 4,6

mm d.i., 5 um de tamano de particula) (Bio-Rad Laboratories, Richmond, CA, USA).
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El disolvente A era una mezcla de agua y acido trifluoroacético (1000:0,37) y el
disolvente B una mezcla de acetonitrilo y acido trifluoroacético (1000:0,27). El equipo
de HPLC estaba acoplado a un detector de masas Esquire-3000 (Bruker Daltonik
GmbH, Bremen, Alemania). Las muestras se eluyeron con un flujo de 0,8 mil/minuto.
Los gradientes empleados del disolvente B se optimizaron para los distintos tipos de
muestras, y el volumen de inyeccion fue de 50 pl 0100 pl, dependiendo de la muestra a

analizar.

La absorbancia del disolvente se monitorizé a 214 nm y a la salida del detector el
flujo de 0,8 ml/min se dividié en una proporcién 1:40 para dar un flujo final aproximado
de 20 pl/min hacia el nebulizador del espectrometro de masas. El equipo utilizé
nitrdgeno como gas nebulizador y de secado, y helio a una presion estimada de 5 x 10-
3 bar. Los espectros de masas (MS) fueron adquiridos en un intervalo entre 50 y 1500
m/z, dependiendo del tipo de muestra. El capilar se mantuvo con un voltaje de 4 kV. La
sefal de los analisis de MS se obtuvo de la media de 25 espectros y para los analisis
de MS/MS se utilizé el valor medio de 5 espectros. El limite de intensidad para llevar a
cabo los analisis de MS/MS fue de 10.000 unidades arbitrarias. Los iones precursores
se aislaron con un intervalo de 4 m/z y se fragmentaron con una rampa de voltaje entre

0,3a 1,5V (optimizado para cada ion).

Los datos espectrales se procesaron y transformaron a valores de masas utilizando
el programa Data Analysis (version 3.0, Bruker Daltonik). El programa BioTools (version
2.1, Bruker Daltonik) se emples para procesar los espectros MS/MS vy llevar a cabo la

secuenciacion de los péptidos.

7. Identificacion de péptidos mediante espectrometr  ia de MS/MS

El andlisis mediante MS/MS se realiz6 en un equipo de trampa iénica Esquire-3000
(Bruker Daltonik). Las fracciones liofilizadas con mayor actividad IECA procedentes de
la separacion por HPLC a escala semipreparativa (ver apartado de 5) se disolvieron en
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una concentracion de 5-10 pg/ml en una mezcla de 50% de acetonitrilo en agua
conteniendo 0,3% de acido formico. Las muestras se inyectaron en el nebulizador de
electrospray a un flujo de 4 pl/min utilizando una bomba de jeringa tipo 22 (Harvard
Apparatus, South Natick, MA, USA). El equipo emplea nitrdgeno como gas nebulizador
y de secado, y opera con una presién de helio de 5 x 10 bar. A través del capilar se

aplicé un voltaje de 4 kV.

Los espectros de MS/MS se adquieren en un intervalo maximo de 50-1500 m/z
dependiendo del valor m/z del ién precursor. Los iones se aislaron con un intervalo de 4
m/z y el valor de amplitud para la fragmentacion dependi6 de las caracteristicas del ion
precursor pero oscilé entre 0,5y 1,3 V. La interpretacién de los espectros de MS/MS
para la identificacion de las secuencias peptidicas se realiz6 con el programa Biotools
2.1 (Bruker Daltonik).

8. Sintesis de péptidos.

Se sintetizaron un total de 43 péptidos; 8 de ellos se identificaron en la leche
fermentada con E. faecalis CECT 5727, 16 se identificaron en el kefir comercial de
leche de cabra, 11 se identificaron en las muestras de leche humana digerida, 7
péptidos correspondian a modificaciones de aminoacidos en la secuencia del péptido
LHLPLP y un péptido se utiliz6 como estandar interno en el método cuantitavo por RP-
HPLC-MS/MS que se describe en el apartado 12.

La sintesis de los 8 péptidos identificados en la leche fermentada con E. faecalis
CECT 5727, de los 16 identificados en el kefir, y del péptido utilzado como estandar
interno en el método cuantitativo de RP-HPLC-MS/MS, se realizé mediante el método
Fmoc en fase sdlida con un sintetizador (modelo 431A; Applied Biosystems Inc.,
Uberlingen, Alemania). La pureza de los péptidos sintéticos se verifico6 mediante RP-
HPLC-MS/MS segun describe Gomez-Ruiz y col, 2002.
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Los 11 péptidos idenficados en las muestras de leche humana digerida fueron
sintetizados por GenScript Corporation (Piscataway, NJ, USA). GenScript también

verifico la pureza de estos péptidos mediante RP-HPLC-MS/MS.

9. Biodisponibilidad

9.1. Simulacion gastrointestinal de péptidos sintéti cos

Los péptidos sintéticos previamente identificados en la leche fermentada con E.
faecalis CECT 5727 y los péptidos sintéticos que se habian identificado en le kefir
comercial de leche de cabra, se sometieron a un proceso enzimatico en dos etapas con
pepsina y Corolasa PP®, para simular las condiciones en las que se encuentran los
péptidos en el organismo antes de ser absorbidos. La Corolasa PP® es un preparado
enzimético en polvo (R6hm Enzyme GmbH, Darmstadt, Alemania), procedente de
pancreas de cerdo, que ademas de tripsina y quimiotripsina contiene diferentes
actividades aminopeptidasa y carboxipeptidasa. La simulacion gastrointestinal se llevo
a cabo segun el método de Alting y col., (1997) con algunas modificaciones. Los
hidrolizados se prepararon a partir de una solucion acuosa a pH=2 del péptido a una
concentracion de 10 mg/ml. Las hidrolisis se llevaron a cabo en un incubador a
temperatura controlada y agitacion constante (220 rpm) (Unitron, Infors AG,
Bottmingen, Suiza). Las muestras se hidrolizaron primero con pepsina (EC. 3.4.23.1;
1:10.000) (Sigma) utilizando una relacién enzima:sustrato 1:50, durante 90 min a 37°C
y pH 2,5. A continuacién se hidrolizaron con Corolasa PP® (Réhm Enzyme GmbH)
utilizando una relacion enzima:sustrato 1:25, a un pH 7-8, 37°C durante 150 min. La
reaccion se finalizé calentando durante 15 minutos en un bafio de agua a 95 °C. El
hidrolizado obtenido se centrifugd durante 30 minutos a 5 °C y 35000 x g, y se recogio
el sobrenadante.
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9.2. Simulacion gastrointestinal de leches Humanas y formulas infantiles

Para llevar a cabo la digestién de las leches humanas y de las férmulas infantiles
se siguido el método de Rudloff y Lénnerdal (1992) con algunas modificaciones. Este
método trata de simular el proceso de digestién gastrointestinal de los recién nacidos.
En ellos la digestion tiene lugar a un pH mayor que la digestion de un adulto y ademas
su duracién es menor. La hidrolisis de las muestras se realiz6 en un agitador orbital con
temperatura controlada a 220 rpm (Unitron). Un volumen de 20 ml para las leches
humanas y de 30 ml para las férmulas infantiles, se sometié en primer lugar a una
hidrélisis con pepsina (EC. 3.4.23.1; 1:10.000) (Sigma), a un pH de 3,5 y una
temperatura de 37 °C durante 30 minutos; la relacion enzima:sustrato fue de 58,8 mg/g
de proteina. Los digeridos se colocaron en hielo y se par6 la reaccion ajustando el pH a
7,0 con NaHCOs3; 0,5 M. A continuacion se llevo a cabo la hidrdlisis con Pancreatina
(Sigma), que es un preparado enzimético procedente del pancreas de cerdo, durante
60 minutos a 37 °C con una relacion enzima:sustrato de 58,8 mg/g de proteina. La
reaccion se par0 por calentamiento a 95°C durante 15 minutos, las muestras se
enfriaron y se obtuvo su extracto soluble en agua centrifugando a 20.000 x g durante
30 min a 5°C. ElI WSE asi obtenido se filtr6 a través de un filtro Whatman no. 41. y se

congelo a -20°C hasta su posterior analisis.

9.3. Evaluacion de la resistencia a las peptidasas del epitelio intestinal y de la
absorcion y mecanismo de Transporte de los péptidos LHLPLP y HLPLP.

Preparacion de las soluciones estandar

Los péptidos LHLPLP y HLPLP se sintetizaron mediante el método Fmoc (ver
apartado 8). Para llevar a cabo la cuantificacion se prepard una recta de calibrado del
péptido LHLPLP disuelto en agua Milli-Q® con 5 concentraciones (7,81; 3,90; 1,95; 0,97
y 0,48 pg/mL).
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Cultivo de células

Los experimentos con cultivos de células se realizaron en el Servicio de Bioquimica
e Investigacion del Hospital Ramén y Cajal de Madrid. La linea de células Caco-2
procedente de un adenocarcinoma de colon humano se obtuvo de la Coleccion
Americana de Cultivos Tipo (Rockville, MD, USA). Las células se mantuvieron en el
medio Dulbecco’s Modified Eagle's con un alto contenido en glucosa (4,5 g/L) y un
suplemento del 10% de suero bovino fetal, un 1% de aminoacidos no esenciales y
antibiéticos, a una temperatura de 37°C en una atmdsfera humidificada con un
contenido del 5% de CO,. Las células se utilizaron entre los pases 30 y 45. Para
realizar los experimentos se utilizaron placas de 6 pocillos Transwell® (Costar, Corning,
NY, USA). Las células se sembraron a una densidad de 10° células/cm? en una en una
membrana permeable de poliéster contenida en el soporte de cada pocillo (tamafio de
poro 0,4 pM, didmetro 24 mm, 4,7 cm? de superficie de crecimiento). El medio de
cultivo se reemplazé cada dos dias y se permitio la diferenciacién celular por lo menos
21 dias antes de llevar a cabo los ensayos. La integridad de cada uno de los pocillos se

verificd midiendo la resistencia transepitelial eléctrica.

Estudios de transporte

Todas las soluciones se atemperaron a 37°C. Los péptidos se disolvieron en
solucion salina balanceada de Hank y se afiadieron a la parte apical o basolateral del
pocillo. La camara se incub6 a una temperatura de 37°C a diferentes tiempos segun el
experimento y se recogieron las soluciones de la parte apical y basolateral para su
analisis por RP-HPLC-MS/MS. Glycylsarcosine se disolvi6 en solucion salina
balanceada de Hank, Worthmanin y Cytochalasin D se disolvieron en dimetilsulféxido, y
se incubaron durante 30 minutos antes de iniciar los experimentos de transporte. La
concentracion de dimetilsulfoxido fue del 0,044% en el medio de cultivo y esta cantidad

se utilizdé también en el control cuando fue necesario.
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Zona apical

Células

Membrana
emipermeablé
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Figura 7. Esquema del pocillo Transwell®. La monocapa de células Caco-2 se siembra en la membrana
semipermeable. El compartimento donde se encuentran las células se denomina zona apical y el

compartimento exterior se denomina zona basolateral.

Analisis por RP-HPLC-MS

El analisis y la cuantificacion de los péptidos LHLPLP y HLPLP por RP-HPLC-MS se
desarroll6 segun el método descrito en el apartado 12, con algunas modificaciones.
Para la separacién por RP-HPLC se emple6 una columna en fase inversa Inertsil 5
ODS3 Cj5 (150 x 2,1 mm d.i., 5 um de tamafio de particula) (Varian, Bergen op Zoom,
Paises Bajos). El volumen de inyeccion fue de 100 pl y las muestras se eluyeron con
un gradiente lineal de la fase B en la fase A (5 minutos de isocratico) del 0 al 30% en
10 minutos y del 30% a 70% en 50 minutos, a un flujo de 0,2 ml/min. El eluyente se
desvi6 a la basura los 5 primeros minutos de analisis para evitar la contaminacion del
espectrometro de masas con sales. El flujo procedente del RP-HPLC se aplicé
directamente al espectrometro de masas mediante la interfase de electrospray. Los
espectros se adquirieron en un rango de masas m/z 100-750 y se hizo la media de 10
espectros para los andlisis de espectrometria de masas y de 5 espectros para los
analisis por espectrometria de MS/MS. EIl limite de sefial para los analisis de
espectrometria de MS/MS fue de 10000 (5% de la sefal total). Los iones precursores
se aislaron con una ventana de 4 m/z y se fragmentaron con una rampa de voltaje de
0,35 a 1,4 V. Las muestras se cuantificaron con la ayuda del programa QuantAnalysis

1.3 (Bruker Daltonic). Para la cuantificacion del péptido LHLPLP se integr6 el area del
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pico correspondiente a la extraccion del ion precursor m/z 689,4 y a sus aductos de
sodio y de potasio m/z 711,1, 727, y 733. De la misma forma, la cuantificacién del
péptido HLPLP se realiz6 mediante la integracion del area del pico de HPLC-MS
correspondiente al i6bn precursor m/z 576,3 y a sus aductos de sédio y de potasio m/z
598,3, 614,3y 620,3.

Anéalisis estadisticos

Los resultados se expresaron como el valor principal + el error estandar. El analisis
estadistico se realiz6 mediante un andlisis de varianza de una via ANOVA vy el test de
Bonferroni o mediante el test de t-student cuando se compararon dos grupos. Los datos

se consideraron significativamente distintos cuando el valor de p fue inferior a 0,05.

9.4. Resistencia de los péptidos LHLPLP y HLPLP alas  peptidasas plasméticas

El péptido LHLPLP se incubd con plasma de rata SHR. La reaccion se realizé
siguiendo el método de Matsui y col., (2000) con algunas modificaciones. El plasma de
rata SHR se obtuvo tras la centrifugacién de la sangre en tubos heparinizados a 3.000
x g durante 30 minutos a una temperatura de 5°C. El péptido LHLPLP se preparé a una
concentracion de 0,8 mM en tampon Tris-malato 0,1 M (pH 7,4) con 1 mM de Cl,Ca. A
250 pl de la solucién del péptido se afiadieron 20ul de plasma y la mezcla se incub6 en
un agitador orbital a 220 rpm (Unitron) con una temperatura de 37°C durante diferentes
periodos de tiempo hasta 24 horas (0 h; 15 min; 30 min; 1 h; 4 h; 6 h, 8 hy 24 h). La
reaccion se terminé con tricloroacético (1%) y las muestras se analizaron por RP-
HPLC-MS/MS.

El péptido HLPLP se incubé con plasma humano segun el método de Matsui y col.,
2000, modificado segun se detalla anteriormente. Ademas, este péptido se incubo
directamente en el plasma humano a una concentracién de 0,4 mg/mL de plasma en un
agitador orbital a 220 rpm (Unitron) con una temperatura de 37°C durante diferentes
periodos de tiempo hasta 24 horas (0 h; 15 min; 30 min; 1 h; 4 h; 6 h, 8 hy 24 h). La
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reaccion se termind con tricloroacético (5%) y las muestras fueron analizadas por RP-
HPLC-MS/MS.

9.5. Busqueda en plasma del LHLPLP tras su administr  acién oral a SHR

Se suministré el péptido LHLPLP a cuatro ratas SHR a una dosis de 10 mg/kg de
peso. Se tomaron muestras de sangre de dos SHR, 1 hora después de haber ingerido
el péptido y a las 3 horas, y de las otras dos SHR a las 2 y a las 4 horas. También se
investigo la presencia del péptido en una SHR a las 4 horas tras el sacrificio. El plasma
se obtuvo tras la centrifugacion de la sangre en tubos heparinizados a 3.000 x g
durante 20 minutos a una temperatura de 5°C e inmediatamente se le adiciond
tricloroacético al 1% para inactivar las proteasas y peptidasas. Las proteinas
precipitadas se eliminaron tras la centrifugacion a 10.000 x g durante 5 minutos a una
temperatura de 5°C y la muestra se congel6 radpidamente en nitrogeno liquido. El
analisis de las distintas muestras de plasma se realizé por RP-HPLC-MS/MS segun se
describe en el apartado 6. El gradiente de fase B fue del 0% al 45% en 60 minutos y el
volumen de inyeccion fue de 50 pl. Los espectros se adquirieron en un rango de m/z de
100 a 750.

10. Estudios enzimaticos del péptido LHLPLP

En primer lugar se determind la estabilidad del LHLPLP frente a la ECA. Para ello
una disolucién del péptido sintético, a una concentraciéon de 5 mg/ml en tampon fosfato
0,1 M, con 0,3 M de NaCl y pH=8,3, se incubo6 con la enzima (6 mU/mg de péptido)
durante 3 horas a 37°C, y 220 rpm en un agitador orbital, seguin el método de Fujita y
col., (2000) con algunas modificaciones. Para parar la reaccion se calentdé durante 15
minutos en agua a 95°C. Posteriormente, se centrifugd durante 30 minutos a 5°C y
35.000 x g, y se recogio el sobrenadante. Se realiz6 un control positivo incubando 15
mU de la ECA con una disolucibn de 5 mg/ml de Hipuril-Histidil-Leucina.

Posteriormente las muestras se analizaron por RP-HPLC-MS/MS.
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A continuacion se determind el tipo de cinética de inhibicion del péptido. Para ello,
diferentes concentraciones de sustrato Hipuril-Histidil-Leucina (4,28; 3,05; 2,18 y 1,55
HM), se incubaron en presencia y en ausencia de 2 concentraciones diferentes de los
péptidos a 37 °C durante 30 minutos, siguiendo el método de Choi y col., (2001) con
algunas modificaciones. La reaccién se paré mediante adiccién de HCI 1 M, se extrajo
el &cido hipurico formado y se midié su absorbancia a 228 nm. La determinacién de la
cinética de inhibicion de los péptidos se realiz6 a través de la representacion de
Lineweaver-Burk, representando la inversa de la concentracion de sustrato frente a la

inversa de la absorbancia a 228 nm producida por el &cido hipurico.

11.Estudios de estructura/actividad del péptido LHL PLP

Se sintetizaron 7 péptidos con la misma secuencia que el péptido LHLPLP pero con
modificaciones en el Ultimo aminoacido (LHLPLL y LHLPLR), en el pendltimo
aminoécido (LHLPAP, LHLPYP y LHLPGP) y en el antepenultimo aminoacido (LHLYLP

y LHLWLP) y se determind su ICsp segun se describe en el apartado 3.

12. Desarrollo de un método cuantitativo por RP-HPL ~ C-MS y RP-HPLC-MS/MS

Preparacién de las soluciones estandar

Los péptidos LHLPLP y GHLPLP se sintetizaron mediante el método Fmoc (ver
apartado 8) con una pureza mayor del 90%. El péptido LHLPLP se disolvi6 a una
concentracion de 1 mg/ml y el péptido GHLPLP se disolvié a una concentracion de 1,6
mg/ml. A partir de estas soluciones se prepararon las diferentes concentraciones de las

rectas de calibrado.

Se prepararon dos rectas de calibrado: una del péptido LHLPLP disuelto en agua
Milli-Q® con 6 concentraciones (250; 125; 62,5; 31,25; 15,62 y 7,81 pg/ml), y la misma
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recta se prepar6 disolviendo el LHLPLP en una leche fermentada en la que se habia

comprobado la ausencia de este péptido (Yosport, Pascual, S.A., Burgos, Spain).

Cuantificacion mediante RP-HPLC-MS y RP-HPLC-MS/MS

El analisis cuantitativo del péptido LHLPLP se realiz6 por RP-HPLC-MS y RP-
HPLC-MS/MS en el equipo descrito en el apartado 6. Las muestras se eluyeron con un
gradiente de B en A del 0% al 45% en 60 minutos, el volumen de inyeccion fue de 50 pl
y se realizaron inyecciones por triplicado para cada concentracién de la curva de
calibrado, y por duplicado para el extracto soluble en agua de las leches fermentadas.
Los espectros se adquirieron en un rango de 100-1000 m/z con unas condiciones de
ionizacion y acumulacion en la trampas de iones optimizadas para iones con m/z 689
(ibn molecular correspondiente al péptido LHLPLP), obteniéndose la media cada 5
espectros adquiridos. Para los andlisis por MS/MS del LHLPLP se utilizoé un limite de
intensidad de 10.000 y el i6n m/z 689,4 se aisl6 con un intervalo de 4 m/z y se

fragmenté con una amplitud de 0,3 a 2 V.

La cuantificacion del péptido se llevd a cabo con la ayuda del programa
QuantAnalysis 1.3 (Bruker Daltonik). Para la cuantificacion por RP-HPLC-MS se integré
el area del pico correspondiente a la extraccion del ién precursor m/z 689.4 y de sus
aductos de sodio y de potasio m/z 711.1, 727 y 733, y para la cuantificacion por RP-
HPLC-MS/MS se integro el area correspondiente a la extraccion de los iones mas
intensos que se forman en la fragmentacion del LHLPLP con m/z 251; 364,2; 439,2 y
574,3.

Métodos estadisticos

Los métodos estadisticos para los analisis son los siguientes: para las rectas de
calibrado se emplearon regresiones lineares y polinébmicas, y para el estudio de la
evolucion de la concentracién del péptido LHLPLP con el tiempo de fermentacion se
empledé una regresion no lineal. Para el procesado de los datos se utilizaron los
programas Statgraphics Plus for Windows 5.1 (Statistical Graphics Corporation,
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Manugistics Inc., MD, USA, 2000, www.statgraphics.com) y GraphPad Prism for
Windows 4.02 (GraphPad Software, San Diego California USA, 2004,

www.graphpad.com).

13.Obtencién del péptido antihipertensivo HLPLP med  iante hidrélisis enzimatica

Para obtener los hidrolizados se empled como sustrato caseinato sédico (Induxtra).
Se utilizaron las siguientes enzimas: pepsina (E.C. 3. 4. 23.1. tipo A, 10000 U/mg de
proteina, Sigma) procedente de estdbmago de cerdo, quimiotripsina (E.C. 3. 4. 21. 1.
tipo I-S, 44 U/mg de proteina, Sigma), Corolasa PP® (R6hm), Pancreatina 4XNF-P211P
(Biocatalysts, Cardiff, Gales , UK) y Peptidasa 433P-P433P (Biocatalysts).

Se prepararon hidrolizados de caseinato sédico (Induxtra) con diferentes enzimas.
Para las hidrélisis con quimiotripsina, Pancreatina 4XNF-P211P y Corolasa PP®, el
caseinato se disolvié en agua a una concentracion del 5% (p:v) y el pH se ajust6 a 7-8
con NaOH 0,5 N. La concentracion de quimiotripsina fue 20 mg/gr proteina, la
concentracién de Pancreatina 4XNF-P211P fue 60 mg/gr proteina y la de Corolasa PP®
fue 40 mg/gr proteina. Para la hidrélisis con pepsina el caseinato se disolvié en un
tampén citrico-citrato sédico 50 mM pH 2,5, a una concentracion del 2,5%
(peso:volumen). Las muestras se incubaron durante 24 horas a 37 °C. Se recogieron
alicuotas a diferentes tiempos: 0 h, 30 min, 1 h, 2 h, 3 h, 5 hy 24 h. La inactivacion de
la quimiotripsina, la Pancreatina 4XNF-P211P y la Corolasa PP® se llevo a cabo
mediante calentamiento a 95°C durante 15 minutos. La inactivacion de la pepsina se
consiguio elevando el pH a 7,0 con NaOH 1 M. Todas las muestras se analizaron por
RP-HPLC-MS/MS segun se describe en el apartado 6. El gradiente de fase B fue del
0% al 45% en 60 minutos y el volumen de inyeccion fue de 50 pl. Los espectros se

adquirieron en un rango de m/z de 100 a 750.

Se llevd a cabo un andlisis de las caseinas siguiendo el método de Visser y col.,

(1991), en dos caseinatos sédicos (Sodial e Induxtra), en un caseinato calcico (Sodial)
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y en el producto Promilk 852. Las muestras se analizaron en el equipo de RP-HPLC
descrito en el apartado 6.

Para estudiar el efecto de las enzimas la Corolasa PP® (R6hm) y Peptidasa 433P-
P433P (Biocatalysts) y del tiempo en la concentracion producida por hidrélisis de
caseinato del péptido HLPLP se realiz6 un disefio experimental clbico centrado en las
caras. Se llevaron a cabo un total de 17 experimentos: 8 puntos de un disefio factorial
completo 23 8 que corresponden a los puntos del centro de las caras y 3 puntos
centrados para verificar los errores experimentales. Mediante el empleo de este disefio,
los 3 factores se ensayaron a 3 niveles experimentales: la Corolasa PP® a 20, 40 o 60
mg/g de proteina, la Peptidasa 433P-P433P a 0, 10 o 20 mg/g y el el tiempo de
hidrolisis a 4, 14 y 24 horas. Estos niveles se corresponden con los codigos: -1, 0y +1,
respectivamente. La variable respuesta seleccionada fue la concentracion de péptido
HLPLP expresada como el area del pico correspondiente a la extraccién del i6n
precursor del péptido HLPLP con m/z 576,3 y de sus aductos de sodio y de potasio
598,3, 614,3 y 620,8btenida mediante el andlisis de las muestras por RP-HPLC-
MS/MS.

S
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Figura 8. Representacion grafica para los experimentos del disefio experimental cibico centrado en las

caras para los factores Corolasa PP® (A), Peptidasa 433P-P433P (B) y tiempo (t).
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El modelo propuesto para estudiar la variable respuesta (Y) fue:

Y = Bo + B1A + BB+ Bat + B12AB + BuzAt + B2sBt + Br1A%+ BB+ Bast?

Donde A es la concentracién de Corolasa PP®, B es la concentracion de Peptidasa
433P-P433P y t es el tiempo. By es la constante, B1, B2 ¥ B3 los coeficientes de los
términos lineales y P12, Pis, P23, P11, P22 ¥ Pss son los coeficientes de los términos
cuadraticos. Los parametros del modelo se estimaron mediante regresion lineal multiple
usando el programa Modde versién 5.0 (Umetrics AR, Umca, Suecia). Se analiz6 el
efecto de cada término del modelo y su significacion estadistica. Los términos
significativamente distintos de cero (p>0,10) se excluyeron del modelo y los parametros
se recalcularon. El ajuste del modelo se evalué con el coeficiente de determinacién (R?)

y con la desviacion estandar residual (RSD).

14.Médida de la actividad antioxidante. Ensayo ABTS

La actividad antioxidante de los péptidos identificados en la leche humana se
determin6 mediante el ensayo ABTS siguiendo el método de Re y col.,, (1999)
modificado por Hernandez-Ledesma y col., (2005). El radical 2,2-azinobis [3-
ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid] sal de diamonio (ABTS, Aldrich Chemie, Munich,
Germany) (ABTS™™), se formo tras la reaccion de una solucién 7 mM de ABTS con 2,45
mM de persulfato potéasico (concentraciéon final en 10 ml de agua Milli-Q®) a
temperatura ambiente y en ausencia de luz durante 12-16 horas. La solucion de
ABTS™ se diluy6 in tampdn fosfato salino (pH 7,4) hasta alcanzar una absorbancia
medida a 30°C y 734 nm de 0,70 (x 0,02). A 20 yl de muestra se afiadieron 2 ml de la
solucion de ABTS™ y la absorbancia a 734 nm y 30°C de temperatura se monitorizd
durante 10 minutos. Como antioxidante de referencia se empled el Trolox (Aldrich
Chemie) que se prepar6 en tampoén fosfato salino a distintas concentraciones entre 0 y
0,8 pg/ml. Como control del ensayo se utilizé tampén fosfato salino en lugar de la

muestra. Todos los andlisis se llevaron a cabo por triplicado.
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La actividad antioxidante de una muestra se expres6 como capacidad antioxidante
equivalente al trolox (TEAC). Para llevar a cabo la determinacion del TEAC se
calcularon dos rectas, una para la muestra y otra para el Trolox, en las que se
represento el porcentaje de inhibicion de la absorbancia a 734 nm, a los 10 minutos de

incubacioén de la reaccion, frente a las distintas concentraciones.

El porcentaje de inhibicion de la absorbancia se calculd de la siguiente manera:

Abgnirol — AbSnuestra
% Inhibicion de la absorbancia = x 100

Ab&”ltl’d

Absconiroi: Absorbancia del ABTS'* en ausencia de antioxidante.

Absmuestra: Absorbancia del ABTS " en presencia de sustancias antioxidantes.

El TEAC es el valor de la pendiente de la recta que se obtiene para la muestra

dividida por la pendiente de la recta obtenida para el Trolox.
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RESULTADOS Y DISCUSION

1. ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD IECA EN KEFIR DE LECHE DE CABRA

En este capitulo se ha estudiado la actividad IECA en kefir comercial de leche de
cabra. Se han aislado e identificado los péptidos inhibidores de la ECA incluidos en el
permeado de 3000 Da del extracto soluble en agua de este producto fermentado. El
aislamiento de los péptidos se ha realizado mediante dos etapas de cromatografia y
posteriormente se han secuenciado por espectrometria de masas en tandem (MS/MS).
Ademas, se ha realizado una simulacién de la digestion gastrointestinal para evaluar la
resistencia de los péptidos identificados a las enzimas digestivas o la formacién de

nuevos péptidos con actividad.

Actividad IECA de las fracciones del kefir de leche de cabra

Se adquirieron cuatro muestras de un kefir comercial de leche de cabra
correspondientes a diferentes periodos de tiempo a lo largo del afio. Una de estas
muestras se eligid para llevar a cabo la identificacion de los péptidos. Se calcul6 la
actividad IECA del extracto soluble en agua del kefir y se obtuvo un valor de ICsy de
0,365 + 0,029 mg/mL. Esta actividad fue moderada, aunque mayor que la encontrada
para otros productos lacteos como por ejemplo la actividad de suero procedente de una
leche fermentada enriquecida en caseina (ICsp comprendido entre 0,6 y 1,1 mg/mL)
(Leclerc y col., 2002) o la actividad de una leche desnatada hidrolizada con la proteasa
B de Saccharomyces cerevisiae (ICsp = 0,42 mg/mL) (Roy y col., 2000). Hasta el
momento los péptidos antihipertensivos méas potentes se han aislado a partir de leches
fermentadas con Lactobacillus helveticus (Yamamoto y col., 1999; Sipola y col., 2002) y
en combinacion con levaduras Saccharomyces cerevisiae (Nakamura y col., 1995). La
actividad inhibitoria encontrada para el kefir podria deberse a la acciébn combinada

durante la fermentacion de varias bacterias 4cido lacticas y levaduras.
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Se obtuvo el permeado de 3000 Da del extracto soluble en agua del kefir y se
determiné su actividad IECA. La actividad (ICso = 0, 380 + 0,023 mg/mL) fue similar a la
determinada en el extracto soluble en agua total y mayor que la encontrada en el
retenido (1,25 + 0,063 mg/mL). Estos resultados revelan que los péptidos de pequefio
tamafio son los principales responsables de la actividad IECA del extracto soluble en
agua del kefir de leche de cabra.

Con el objetivo de identificar los péptidos con actividad IECA presentes en el kefir
caprino, el permeado de 3000 Da se sometid a un analisis por RP-HPLC a escala
semipreparativa segun se describe en el apartado 5 de materiales y métodos. La
Figura 9A muestra el cromatograma obtenido que se dividié en 8 fracciones (F1 a F8)
y los valores de ICsy de las 8 fracciones recogidas. Todas las fracciones mostraron
actividad IECA, con valores de ICso desde 21,8 hasta 416,0 pg/mL. Para todas las
medidas se obtuvo un error estandar menor al 10%. Las fracciones F5, F6 y F7, fueron
las que presentaron mayor actividad IECA con valores de ICso de 21,8, 60,1 y 58,7
ug/mL, respectivamente. Estas fracciones se seleccionaron para llevar a cabo la

identificacion de los péptidos.

El analisis por RP-HPLC de la fraccion F5 mostro que esta fraccion era demasiado
compleja para llevar a cabo la identificacion por RP-HPLC-MS/MS, por lo que el
permeado de 3000 Da se someti6é a un segundo analisis por RP-HPLC semipreparativo
para poder eluir los péptidos contenidos en la fraccion F5 con un gradiente mas lento
de acetonitrilo. Se recogieron 5 subfracciones (F5.1 a F5.5) y se determind su
concentracion de proteina y su actividad IECA (Figura 9B ). Los valores de ICs de las
tres primeras subfracciones (F5.1, F5.2 y F5.3) se encontraban entre 48,2 y 91,6
ug/mL. Esta actividad IECA fue menor que la encontrada para la fraccion F5 total. Sin
embargo, se observd un potente efecto inhibitorio para las fracciones F5.4 y F5.5, que
presentaron valores de ICso similares (8,1 pg/mL). La identificacion de los péptidos se
llevé a cabo en las subfracciones con mayor actividad IECA y en las fracciones F6 y
F7.
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Figura 9. Fraccionamiento del extracto soluble en agua menor de 3000 Da del kefir comercial de leche de cabra obtenido mediante RP-HPLC a escala
semipreparativa. Se recogieron 8 fracciones que se encuentran designadas con la letra F y el nimero correspondiente (F1-F8) y actividad IECA de las
fracciones recogidas expresada como ICsy m. (B) Cromatograma de ultravioleta obtenido mediante el andlisis de la fraccién 5 (F5, Figura 9A), y actividad

IECA, expresada como ICs, e, de las 5 subfracciones recogidas que se designaron como F5 mas el ndamero correspondiente.
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Identificacion de los péptidos inhibidores de la ECA por RP-HPLC-MS/MS

Con el objetivo de identificar los péptidos con actividad IECA, las subfracciones
F5.4 y F5.5, y las fracciones F6 y F7 se analizaron por RP-HPLC-MS/MS. Las
fracciones mas activas se eluyeron con un gradiente del solvente B en A del 13% al
31% en 70 min, y los péptidos incluidos en las subfracciones se eluyeron con un
gradiente lineal del solvente B del 8 al 20% en 45 min. Para llevar a cabo la
secuenciacion de los péptidos se consideraron todos los iones de la corriente total de
iones que dieron una sefial superior a 10000 unidades. Sélo algunos iones y sus
correspondientes espectros de fragmentacion no pudieron asignarse a ningun
fragmento originado por hidrdlisis de las caseinas durante la fermentacion péptidos
procendentes de la lisis celular de las bacterias y levaduras implicadas en el proceso
de fermentacion. A modo de ejemplo, la Figura 10A muestra el espectro de masas de
un pico cromatogréfico de la subfraccion F5.4, y la Figura 10B muestra el espectro de
MS/MS del i6n con carga simple con m/z 698,3 y la secuencia de aminoacidos del
péptido identificado. En este espectro de MS/MS los fragmentos mas intensos
correspondieron a los iones y», by, y4y bs. Los iones y, y by se forman por la ruptura del
enlace Val-Pro. Recientemente, se ha publicado un estudio en el que los ratios mas
abundantes de la ruptura del enlace N-terminal adyacente a Pro se observan cuando el
residuo anterior a la Pro es Val, His, Asp, lle o Leu (Breci y col., 2003). Ademas, la
presencia de una Lys en el extremo C-terminal del péptido favorece la presencia de

iones tipo y en el espectro.

La busqueda de las masas y secuencias parciales se realiz6 utilizando una base de
datos con las proteinas de la leche de cabra y sus diferentes variantes genéticas.
Siguiendo esta metodologia se identificaron 16 péptidos en las 4 fracciones analizadas,
de las cuales 10 correspondian a la B-caseina, 5 eran fragmentos de la as;- Yy Qs2-

caseina, y uno era un fragmento de la k-caseina (Tabla 7).

94



[A+2H12+

378.8
3 A [B+2H12+
349.9
Lg [A+H]*
2 756.4
[B+H]*
153.0 698.6
1002 459.4
17 237.5 974.1
800.4
616.9
126.0 528.9
903.3
0 - | | ! A“ I A i || I N J ‘ I l\.AIJ‘”II..m Lon HLdl S L T
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000
m/z 698.3
8 y6
3)
6 - 24;.0 /
y. .
% b ions 2 3 4
j 243.1
8 b2 L E|Il|V|IP K
£ 4
456.2 o
356.1 va Yy “ions 4 2
4553
b3 B
2 ]
o ’ ||N|.J Coalad || I ” L H ’lh g b, |
100 200 300 400 500 600 700
m/z

Figura 10. (A) Espectro de masas de un pico cromatografico de la subfraccién F5.4 procedente del permeado de 3000 Da del extracto soluble en agua
del kefir comercial de leche de cabra. (B) Espectro de MS/MS del ibn m/z 876,6. La interpretacion del espectro de MS/MS y la blusqueda en la base de

datos permitio asignar este espectro al fragmento og;-caseina (109-114).
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Ninguno de los fragmentos identificados procedia de las proteinas del suero,
debido probablemente a que estas proteinas poseen baja susceptibilidad a la accion
proteolitica de las enzimas de las bacterias acido lacticas. Una vez identificados los
péptidos de las fracciones mas activas procedentes de una de las muestras de kefir se
investigé la presencia de los mismos en el este producto procesado en distintos
momentos a lo largo del afo. Para ello se analizaron los extractos solubles en agua de
las muestras por RP-HPLC-MS/MS, y se llevdo a cabo la extraccion de los iones
caracteristicos de cada péptido. De este modo, se pudo determinar la presencia de

todos los péptidos identificados en la Tabla 7 en el resto de las muestras de kefir.

Actividad IECA de los péptidos identificados

Los péptidos identificados se sintetizaron quimicamente y se determiné su valor de
ICso (Tabla 7). Como se observa en la tabla cinco de los 16 péptidos identificados no
presentaron actividad IECA ya que su valor de ICsy fue superior a 1000 pM. Otros 5
péptidos mostraron una moderada actividad, con valores de ICsy comprendidos entre
342y 464 uM. El tripéptido C-terminal de estos péptidos (B-caseina (94-105), B-caseina
(203-209) y k-caseina (119-123)) corresponde a zonas de las proteinas caprinas que
difieren de las proteinas bovinas y ovinas. Como ejemplo, el péptido GPFPILV,
procedente de la B-caseina caprina, contiene Leu en penultima posicidon y posee un
ICs0 de 424,0 uM. Sin embargo, el péptido LLYQQPVLGPVRGPFPIIV, obtenido por la
hidrolisis de la B-caseina bovina con una proteinasa de Lactobacillus helveticus CP790,
contiene lle en pendltima posicién y presenta un valor de ICso de 22 uM (Yamamoto y
col., 1994). La actividad IECA tan diferente encontrada en estos péptidos se debe a las
diferencias que presentan las secuencias caprinas y bovinas. De forma similar,
Kohmura y col., (1990) documentaron la importante contribucién de los cambios en la
secuencia aminoacidica de la B-caseina de distintas especies (vaca, oveja, bufala, rata,

raton y humana) para la actividad IECA de los péptidos procedentes de la mismas.

Seis de los péptidos identificados mostraron una potente actividad IECA con
valores de ICsy desde 2,4 a 223,2 uM (Tabla 7). Dos de ellos serian los principales
responsables de la actividad IECA que presenta el permeado del extracto soluble del

kefir caprino.
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Tabla 7. Identificacion de los péptidos incluidos en las fracciones con actividad IECA procedentes del

extracto soluble en agua del kefir caprino recogidas mediante RP-HPLC a escala semipreparativa y

actividad IECA expresada como ICsy (concentracion de péptido necesaria para inhibir el 50% de las

actividad de la enzima) de los péptidos sintéticos.

No.? Masa Masa Fragmento Secuencia IC 5

Experimental  Calculada ” (UM)

F5.4 697,3 697,4 + 0,06 0s1-CN f(109-114) LEIVPK > 1000
755,8 755,4 £0,08 B-CN f(47-52) DKIHPF > 1000
1038,3 1038,4 £0,02 p.CN f(48-56) KIHPFAQAQ 132,6 +14,1

F5.5 741,2 741,5 + 0,08 0s:-CN f(97-102) QLLKLK 342,4+32,1
958,2 958,3+0,04  B-CN f(6-14) LNVVGETVE > 1000
1311,4 1311,5+0,04 B-CN f(94-105) GVPKVKETMVPK 376,1 +36,9
1448,4 1448,5£0,08 5 N £(94-106) GVPKVKETMVPKH 2232+213

F6 526,2 526,4 + 0,04 K-CN f(119-123) IPAIN 432,6 +41,6
7414 7415+0,04  B-CN f(203-209) GPFPILV 424,0 + 424
7753 7755%0,05  ¢,.CNf(174-179)  KFAWPQ 177,1+14,9
1022,3 1022,5£002 g N £(63-72) TGPIPNSLPQ > 1000

F7 425,1 425,2 + 0,02 B-CN f(60-62) YPF > 1000
598,3 598,4 £ 0,04 B-CN f(50-54) HPFAQ 465,0 +43,4
790,3 790,4+0,06  _,-CN f(18-23) ENLLRF 82,4 +8,9
809,3 809,4 + 0,07 ds,-CN f(203-208) PYVRYL 2,4+0,2
1216,4 1216,5+0,01 LVYPFTGPIPN 27,9+23

B-CN f(58-68)

% Numeracion de las fracciones como se indica en las Figuras 9A y 9B

® Masa monoisotépica
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El fragmento 58-68 de la B-caseina, LVYPFTGPIPN (ICso = 27, 9 uM), mostraba
una gran homologia con un péptido descrito previamente como potente inhibidor de la
ECA en queso Gouda (Saito y col., 2000). El péptido mas activo identificado en este
estudio, con secuencia PYVRYL, corresponde al fragmento 203-208 de la as,-caseina y
su valor de ICsp fue de 2,4 uM (Tabla 7). Esta actividad fue mayor que la mostrada por
los péptidos inhibidores de la ECA IPP y VPP (Nakamura y col.,1995). Asimismo, la
actividad IECA del péptido PYVRYL también fue mayor que la que presentd el
tetrapéptido VRYL (ICso = 24,1 uM) que fue aislado por Gémez-Ruiz y col., (2004) a
partir del permeado del extracto soluble en agua de un queso Manchego madurado
durante 8 meses. Este hecho puede deberse a la contribucion del dipéptido N-terminal
PY en el incremento de la actividad IECA del péptido PYVRYL.

Con el objetivo de evaluar el efecto in vivo de los dos péptidos que habian
presentado una actividad IECA muy elevada, PYVRYL y LVYPFTGPIPN, el grupo de la
Dra. Aleixandre (Instituto de Farmacologia, Facultad de Medicina, UCM) evalu6 el
efecto de estos fragmentos sobre la presion arterial en SHR a una concentracién de 3
mg/kg. Tras administrar cada uno de los péptidos oralmente a través de una sonda
intragastrica se observé que el fragmento de secuencia PYVRYL ocasionaba una
disminucion significativa de la presion arterial sistdlica (PAS) y de la presion arterial
diastdlica (PAD) en estos animales. La disminucion de estas variables era maxima a
las 4 horas después de la administracién del péptido. La disminucion presentaba
ademas un curso temporal semejante a la disminucion del PAS y de PAD producida por
la administracion de captopril (farmaco inhibidor de la ECA con probado efecto
antihipertensivo). Estos resultados demostraron que el péptido identificado PYVRYL
tenia un claro y pronunciado efecto antihipertensivo cuando se suministraba de forma
aguda por via oral a dosis de 3 mg/kg. El péptido LVYPFTGPIPN también presentd una
significativa disminucién de la PAS similar a la que present6 el péptido PYVRYL pero a

dosis de 10 mg/kg.
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Cabe destacar, que el péptido PYVRYL se foma también por hidrolisis de la asp-
caseina ovina con pepsina y que es una secuencia muy conservada en las especies
ovina, bovina y caprina. LOpez-Exposito y col.,, (2006) han demostrado que este
fragmento presenta actividad antibacteriana frente a varios microorganismos Gram-
positivos y Gram-negativos. Ademas de actividad IECA, antihipertensiva vy
antibacteriana, la secuencia PYVRYL posee una potente actividad antioxidante lo que
hace que esta secuencia puede considerarse un claro ejemplo de péptido
multifuncional. Este péptido ha sido recientemente pantentado por nuestro grupo de

investigacion (Recio y col., 2005).

Simulacion gastrointestinal de los péptidos sintétic oS

Para estudiar el comportamiento de los péptidos identificados en el kefir de leche
de cabra durante la digestién gastrointestinal, los péptidos sintéticos se sometieron a
un proceso de dos etapas de hidrolisis para simular las condiciones fisiolégicas. Con el
objetivo de identificar los fragmentos liberados por la accion de las enzimas digestivas
los hidrolizados se analizaron por RP-HPLC-MS/MS (Tabla 8). Cuatro de los 16
péptidos no fueron hidrolizados por las enzimas digestivas, por lo tanto permanecieron
intactos en el hidrolizado final y la actividad IECA de estos hidrolizados no varid. Tres
de estos péptidos contenian Pro en penultima posicién, lo que podria explicar la
resistencia de los péptidos a la accion de las enzimas proteoliticas. De la misma forma,
algunos péptidos identificados en queso Manchego que contenian Pro en el extremo C-
terminal o en pendultima posicion resistieron la incubacion con pepsina y un extracto de

pancreatina (Gomez-Ruiz y col., 2004).

El péptido DKIHPF fue hidrolizado parcialmente por las enzimas digestivas
detectandose una pequefia cantidad del péptido en el hidrolizado final. Sin embargo, el
principal constituyente de este hidrolizado fue el fragmento DKIHP, liberado tras la
accion de las enzimas digestivas en el enlace C-terminal del péptido DKIHPF. La
actividad IECA aument6 considerablemente tras la simulacion, y el valor del ICso del
péptido digerido fue 8 veces menor que el encontrado para el péptido sin hidrolizar. El
fragmento DKIHP que contiene Pro como residuo C-terminal podria ser el responsable

de la alta actividad IECA observada.
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Tabla 8. Comportamiento de la actividad IECA de los péptidos identificados en el permeado de 3000 Da procedente del extracto soluble en agua del kefir

comercial de leche de cabra en condiciones de simulacion gastrointestinal. Secuencia y actividad IECA de los péptidos liberados después de la digestion.

ICso (Mg/mL) ®

Secuencia Grado de hidrdlisis Fragmentos liberados después de la digestion
Antes de la digestibn  Después de la digestion

LEIVPK >1 >1 No hidrolizado LEIVPK

IPAIN 0.228 +0.022 0.228 £ 0.022 No hidrolizado IPAIN

KFAWPQ 0.137 £0.011 0.137 £0.011 No hidrolizado KFAWPQ

YPF 0.394 +0.038 0.394 £ 0.038 No hidrolizado YPF

DKIHPF >1 0.233 £0.023 Parcialmente hidrolizado DKIHPF; DKIHP

LNVVGETVE >1 >1 Parcialmente hidrolizado LNVVGETVE; LNVVGE; LNVV; NVVGE; NVVGETVE

GPFPILV 0.314 +£0.031 0.677 £0.062 Parcialmente hidrolizado GPFPILV; GPFPIL; GPFPI

LVYPFTGPIPN 0.034 +£0.003 0.068 +£0.003 Parcialmente hidrolizado LVYPFTGPIPN; LVYP; TGPIPN

KIHPFAQAQ 0.138 £0.015 0.215+0.013 Hidrolizado KIHP

QLLKLK 0.254 +£0.024 >1 Hidrolizado KLK

GVPKVKETMVPK 0.493 £ 0.048 >1 Hidrolizado VKETMVPK; ETMVPK; TMVPK; VKET; PK

GVPKVKETMVPKH 0.323 £0.031 >1 Hidrolizado VKETMVPK; ETMVPK; TMVPK; VKET; PK

TGPIPNSLPQ >1 >1 Hidrolizado SLPQ; TGPIPN

HPFAQ 0.278 £ 0.026 >1 Hidrolizado HPFA; FAQ

ENLLRF 0.065 = 0.007 0.406 £0.044 Hidrolizado ENL

PYVRYL 0.002 +0.0001 0.086 + 0.009 Hidrolizado PYV

& Concentracién de péptido necesaria para inhibir el 50% de actuacion de la ECA
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Otros 3 péptidos se hidrolizaron también parcialmente, pero la actividad IECA final
de los hidrolizados fue similar o ligeramente inferior que la determinada para los
péptidos sin hidrolizar. Por ejemplo, la actividad del péptido LVYPFTGPIPN dimuyo
aproximadamente dos veces, siendo los valores de ICsp del péptido antes y después de
la digestion de 0,034 y 0,068 mg/mL, respectivamente. El descenso de la actividad
puede deberse a la formacién del fragmento TGPIPN que se ha identificado
recientemente en un hidrolizado de leche de cabra con la proteinasa comercial
Subtilisin Alcalasa” y cuya actividad IECA se calculé mostrando un valor de ICs, de 316
UM (Geerlings y col., 2006), muy inferior al valor de ICsy de su secuencia precursora
LVYPFTGPIPN (ICso = 27,9 uM). Cabe destacar, la capacidad del péptido TGPIPN
para atravesar en pequefias cantidades una monocapa de células Caco-2 (Geerlings y
col., 2006), por lo que esta secuencia podria ser la responsable del efecto

antihipertensivo observado tras la administracion del péptido LVYPFTGPIPN a SHR.

Los otros péptidos identificados en las fracciones activas del kefir caprino fueron
hidrolizados completamente por las enzimas digestivas, liberAndose fragmentos de
pequefio tamafo. Algunos de los péptidos que se encontraron en los hidrolizados eran
similares o compartian una gran homologia con péptidos previamente identificados en
nuestro laboratorio tras la simulacion de la digestion de leches bovinas fermentadas.
Por ejemplo, el fragmento GPFPI procedente del péptido GPFPILV se encontrd
también en una leche fermentada comercial de origen bovino hidrolizada con pepsina y
Corolasa PP (Hernandez-Ledesma y col., 2004a). El péptido VKETMVPK, incluido en
los hidrolizados de los péptidos GVPKVKETMVPK y GVPKVKETMVPKH, era similar,
excepto por dos aminoacidos, al fragmento 98-105 de la B-caseina bovina que habia
sido previamente identificado en una leche bovina inoculada con Lactobacillus
rhamnosus e hidrolizada con enzimas digestivas (Hernandez-Ledesma y col., 2004b).
Se observo una reduccion de la actividad IECA tras la digestion de los 8 pépidos que
se hidrolizaron totalmente. Sin embargo, tras la hidrolisis de la secuencia mas activa
identificada en el kefir, PYVRYL, el descenso de la actividad fue moderado pasando de
un valor de ICso 0,002 a 0,086 mg/mL. En el hidrolizado final solo se encontré el
framento PYV. La pérdida del la secuencia C-terminal RYL podria ser la responsable
del descenso de la actividad. La importancia de la Leu en posicién C-terminal para la

actividad IECA se confirmé por Gémez-Ruiz y col. (2004). Con el objetivo de comprobar
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si realmente la secuencia PYV presentaba una actividad menor que el PYVRYL, se
sintetizé quimicamente y se determin6 su ICsp obteniéndose un valor de 640,9 + 19,4.
Aunque esta actividad era aproximadamente 270 veces menor que la encontrada para
el PYVRYL, el péptido PYV mostré6 un efecto antihipertensivo similar al PYVRYL
cuando se suministr6 a SHR. Podria ser que el péptido PYV actuara mediante un
mecanismo de accion diferente a la inhibicion de la ECA.

En conclusion, esta parte del trabajo se describe la actividad IECA en kefir
elaborado con leche de cabra. Aunque el kefir presenté una actividad moderada, se
identificaron dos péptidos, con secuencias PYVRYL y LVYPFTGPIPN, que mostraron
una potente actividad IECA con valores de ICso de 2,4 y 27,9 uM, respectivamente, y
gue ademas poseen actividad antihipertensiva,. Ademas, los resultados de este trabajo
muestran la importancia de la digestion en la fomacion de nuevos peptidos inhibidores
de la ECA. Tras la simulacion de la digestién, la actividad IECA fue similar o
ligeramente inferior que la de los péptidos sin hidrolizar. Sin embargo, se pudo observar
un aumento importante de las actividad del péptido DKIHPF, fragmento 47-52 de la B-
caseina, después de la digestion que podria deberse a la liberacién del fragmento
DKIHP.
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2. ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD INHIBITORIA DE LA ECA EN LECHES
FERMENTADAS CON Enterococcus faecalis

En el marco de un proyecto conjunto entre el grupo Leches Pascual, el Instituto de
Farmacologia y Toxicologia del CSIC y el Instituto de Fermentaciones del CSIC, cuyo
objetivo era producir una leche fermentada con actividad antihipertensiva cuyos
péptidos responsables de esta actividad fueran distintos a los descritos hasta el
momento, se aislaron 231 cepas de distintos microorganismos a partir de leche cruda y
se calculé la actividad IECA de las leches fermentadas producidas los mismos. De los
231 microorganismos se seleccionaron 46 cuyas leches fermentadas diluidas al 50%
en agua presentaban una actividad IECA mayor del 70%, y sus correspondientes
bacterias fueron identificadas. Cuatro cepas de Enterococcus faecalis eran capaces de
producir leches fermentadas con una potente actividad IECA y antihipertensiva en SHR
(Muguerza y col., 2006).

En este capitulo se ha evaluado en profundidad la actividad IECA de estas leches y
se han identificado los péptidos responsables de su actividad antihipertensiva. El
aislamiento de los péptidos se ha realizado mediante dos etapas de cromatografia y
posteriormente se han secuenciado por espectrometria de MS/MS. Ademas, se ha
desarrollado un método mediante RP-HPLC-MS/MS que permite la cuantificacion de
péptidos bioactivos en mezclas complejas. Asi, se ha podido realizar un estudio sobre
la producciébn de un péptido con actividad IECA y antihipertensiva durante la
fermentacion con E. faecalis. También se han realizado estudios enzimaticos y de

biodisponibilidad de los péptidos de interés.

2.1. Actividad IECA de las leches fermentadas

Se evalud la actividad IECA expresada como ICso (concentracion necesaria de
proteina en pg/ml para inhibir el 50% de actuacion de la ECA), el pH y la presencia o
ausencia de los péptidos IPP y VPP, en el extracto soluble en agua de las leches
fermentadas con cepas de E. faecalis. En la Tabla 9 se recogen los valores de pH y de
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ICso del extracto soluble en agua de las leches fermentadas. Los valores de pH de las
muestras son similares entre ellos y se encuentran dentro de los valores normales que
presentan este tipo de leches fermentadas. Los valores de ICs, estuvieron
comprendidos entre 34 y 59.6 pg/mL y son indicativos de una alta actividad IECA. Esta
actividad es aproximadamente 6 veces mayor que la encontrada para el kefir y del
orden de la encontrada en un hidrolizado de clara de huevo con pepsina (ICso de 55,3
pug/mL), que mostré actividad antihipertensiva en SHR en un estudio agudo y crénico
(Miguel y col., 2004; 2005a; 2005b). Las leches fermentadas con E. faecalis mostraron
un claro efecto antihipertensivo cuando se administraron oralmente a través de una
sonda intragastrica a SHR. El efecto de todas las leches fue similar y la maxima
disminucién en la presion arterial sistélica y en la presion arterial diastdlica se observo

siempre a las 4 horas después de la administracion (Muguerza y col., 2006).

Tabla 9. Valores de pH y de ICx, de las leches fermentadas con distintas cepas de E. faecalis.

MICROORGANISMO pH IC 5o (Hg/ml)
Enterococcus faecaliCECT 5727) 451 39
Enterococcus faecaliCECT 5728) 4.50 59.6
Enterococcus faecali@CECT 5826) 4.55 49
Enterococcus faecaliCECT 5827) 4.52 34

Una vez evaluada la capacidad IECA de las leches fermentadas, se realiz6 un
estudio para determinar si esta alta actividad era debida a la presencia de los péptidos
IPP y VPP. Estos dos péptidos fueron descritos por Nakamura y col. (1995) como
potentes inhibidores de la ECA, con valores de ICso de 5 uM para el VPP y 9 uM para el
IPP, y a ellos se debe la actividad antihipertensiva que poseen las leches fermentadas
Calpis” y Evolus”, comercializadas en Japén y Finlandia respectivamente como

alimentos funcionales con efecto hipotensor.

Se sintetizaron los péptidos IPP y VPP, y se analizaron mediante RP-HPLC-MS/MS
(segun se describe en el apartado 6) en las mismas condiciones que el extracto soluble

en agua de las leches fermentadas con E. faecalis. Mediante la extraccion de los iones
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con m/z 312,1 correspondiente al péptido VPP y con m/z 326,2 correspondiente al IPP,
en el extracto soluble en agua de las leches, se pudo determinar que ninguna de las
dos secuencias se encontraban presentes y que por lo tanto la potente actividad IECA
gue se observaba en estas leches no se debia estos tripéptidos. Una vez confirmada la
ausencia de IPP y VPP, el objetivo era identificar los péptidos que pudieran ser
responsables de la actividad IECA de las leches fermentadas. Para llevar a cabo la
identificacion de los péptidos se eligio la leche fermentada con la cepa CECT 5727 de

E. faecalis durante 24 horas.

2.2. Identificacion y caracterizacion de los péptid  os con actividad IECA

Ultrafiltracion

Con el objetivo de localizar los péptidos con actividad IECA en el extracto soluble
en agua de la leche fermentada, este extracto se sometié a un proceso de ultrafiltracion
a través de una membrana hidrofilica de 3.000 Da de tamafio de corte y se midio la
actividad IECA de las diferentes fracciones. Como se observa en la Figura 11, la
actividad del permeado de 3000 Da (ICso 28 + 2 ug/ml) fue casi dos veces mayor que la
encontrada para el extracto soluble en agua total (ICsp 53 = 2 pg/ml) y casi tres veces
superior que la actividad de la fraccién del retenido (ICso 72 + 7 pg/ml). Estos datos
ponen de manifiesto la considerable contribucién de los péptidos de pequefio tamafio a
la actividad IECA del extracto soluble en agua obtenido a partir de la leche fermentada.
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Figura 11. Actividad IECA del extracto soluble en agua total (WSE) y de las fracciones del extracto
mayor (WSE > 3000 Da) y menor de 3000 Da (WSE < 3000 Da) de la leche fermentada con E. faecalis
CECT 5727. La actividad viene expresada como ICs (concentracion necesaria de proteina en ug/ml para

inhibir el 50% de la actividad de la enzima).

Aislamiento de los péptidos con actividad IECA por R P-HPLC semipreparativo

La fraccion menor de 3000 Da obtenida en el proceso de ultrafiltracion se analiz6é en
el equipo de RP-HPLC a escala semipreparativa en las condiciones que se describen
en el apartado 5 de materiales y métodos. El cromatograma obtenido en 65 minutos se
dividio en 10 fracciones, las cuales se recogieron por separado varias veces y una vez
eliminado el acetonitrilo, se congelaron vy liofilizaron. Posteriormente se determiné la
actividad IECA de las fracciones (Figuras 12A y 12B ). La mayor parte de la actividad
IECA del permeado de 3000 Da se concentraba en las fracciones 9 y 10, por lo que
estas fracciones se sometieron a un segundo paso de purificacion mediante RP-HPLC
semipreparativo. Las Figuras 12C y 12D muestran el cromatograma obtenido para las
fracciones 9 y 10 y los valores de ICsy de las subfracciones recogidas. Como se puede
ver en la Figura 12D, cuatro de las subfracciones: F9.1, F9.2, F10.2 y F10.3, fueron
muy activas y mostraron valores de ICso menores a 6 pg/ml, especialmente la fraccion

F9.2 present6 una potente actividad IECA con un valor de ICspde 0,8 £ 0,1 pg/ml.
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Identificacion de los péptidos por RP-HPLC-MS/MS

Todas las subfracciones (F9.1, F9.2; F9.3, F10.1, F10.2, F10.3 y F10.4, Figura
7C) se analizaron mediante RP-HPLC-MS/MS y espectrometria de MS/MS en el equipo
con fuente de ionizacién de ESI y con un analizador de trampa de iones descrito en el
apartado 6 de materiales y métodos. La mayoria de fracciones cromatogréficas
presentaron una mezcla compleja de péptidos, que hacia imposible su secuenciacion
por procedimientos tales como la degradacion de Edman. Existen distintas estrategias
para la identificacion por espectrometria de masas de péptidos obtenidos por hidroélisis
de proteinas cuya secuencia es conocida. En nuestro caso, el método que se eligio
consistid en la medida de las masas de los péptidos de cada fraccion, busqueda de las
secuencias de aminodcidos cuya masa correspondiese a la masa observada
experimentalmente y secuenciacion del péptido utilizando la trampa iénica que permite
la fragmentacion de un ion precursor. El espectro de MS/MS asi obtenido corresponde
de forma inequivoca a una secuencia del grupo de péptidos seleccionados con la

misma masa procedentes de distintas proteinas.
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Figura 12. (A) Fraccionamiento del extracto soluble en agua menor de 3000 Da de la leche fermentada con Enterococcus faecalis CECT 5727 mediante
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designadas con el nombre de la fraccién de la que proceden seguidas de un nimero), y (D) Actividad IECA correspondiente a estas fracciones. Para la
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A modo de ejemplo la Figura 13A muestra el espectro de MS de la subfraccion F
9.1, donde tras un proceso de deconvolucion se obtuvieron los diferentes estados de
carga de varios péptidos que permitieron determinar la masa molecular de los mismos.
La Figura 13B muestra el espectro de MS/MS del i6n doblemente cargado de relaciéon
m/z 520.0 correspondiente al compuesto A (Figura 13A). Este espectro se asigné al
fragmento 197-206 de la B-caseina. La presencia de Pro en los péptidos se asocia a
iones tipo y y b muy abundantes resultantes de la fragmentacion del enlace peptidico
N-terminal adyacente a Pro (Papayannopoulus, 1995), sin embargo dependiendo de la
identidad del residuo que esta unido a Pro la ruptura del enlace se ve mas o menos
favorecida. Asi, en este espectro los iones bz e y7 que se forman como consecuencia
de la ruptura del enlace N-terminal a Pro presentan muy poca intensidad, debido a que
la ruptura del enlace entre la Gly y la Pro no se ve favorecida probablemente por la

conformacién que presentan ambos aminoacidos (Breci y col, 2003).

Siguiendo esta estrategia se identificaron los péptidos mayoritarios de cada una de
las subfracciones. En la Tabla 10 se muestran los péptidos identificados, el fragmento
de proteina de la que derivan, asi como sus masas experimentales y tedricas. También
se muestra el ién precursor m/z que se empled en el proceso de fragmentacion, y que
sirvié para llevar a cabo la identificacidon del péptido. Se identificaron un total de 8
péptidos todos ellos correspondientes a fragmentos de la B-caseina, que ademas de
ser la proteina lactea mas abundante presenta una estructura poco ordenada que
facilita su hidrélisis enzimatica. Todas las secuencias identificadas son de pequefio
tamafio, con pesos moleculares inferiores a 2100 Da, presentan un marcado caracter

hidrofobico y son ricas en el aminoécido Pro.
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Figura 13. (A) Espectro de masas de la subfraccion 9.1. (B) Espectro de MS/MS del ién doblemente
cargado m/z 520,0. La interpretacion del espectro de MS/MS y la blsqueda en la base de datos permitio

asignar este espectro al fragmento 3—caseina (197-206), VLGPFRGPFP. Los fragmentos se designaron

segun la nomenclatura de Roepstorff y Fohiman (1984).
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Tabla 10. Identificacion de los péptidos incluidos en las fracciones con actividad IECA recogidas
mediante RP-HPLC a escala semipreparativa y actividad IECA expresada como ICsy (concentracion de

péptido necesaria para inhibir el 50% de la actividad de la enzima) de los péptidos sintéticos.

Fraccion ° Masa Masa 16n precursor ( m/z) Fragmento Secuencia
experimental tedrica en MS/MS (carga)
F9.1 1037.6 1037.60 520.0 (2) B-CN f(197-206) VLGPVRGPFP
656.3 656.39 329.3 (2) B-CN f(82-87) VVVPPF
657.3 (1)
F9.2 688.4 688.42 345.4 (2) B-CN f(133-138) LHLPLP
689.4 (1)
F9.3 1196.6 1196.68 1197.4 (1) B-CN f(77-87) LTQTPVVVPPF
F10.1 996.6 996.61 499.5 (2) -CN f(201-209) VRGPFPIIV
997.7 (1)
F10.2 801.5 801.51 401.9 (2) -CN (133-139) LHLPLPL
F10.3 2059.4 2059.11 2060.0(1) B-CN f(58-76) LVYPFPGPIPNSLPQNIPP
F10.4 1362.7 1362.84 682.7 (2) B-CN (197-209) VLGPVRGPFPIIV
1363.7 (1)

& Numeracién de las subfracciones como se indida Eigura 10
® Masa media

“ Nomenclatura de una letra para cada amino&cido.
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Una vez identificados los péptidos de las fracciones mas activas procedentes del
extracto soluble en agua de la leche fermentada con E. faecalis CECT 5727 se
determind la presencia de los mismos en las leches fermentadas con otras cepas de E.
faecalis. Para ello se analizaron los extractos solubles en agua de las muestras por
RP-HPLC-MS/MS, y se llevo a cabo la extraccion de los iones caracteristicos de cada
péptido. Todos los péptidos identificados en la Tabla 10 se detectaron también en el
extracto soluble en agua procedente de las leches fermentadas con E. faecalis CECT
5728, CECT 5826 y CECT 5827. Estos resultados muestran la importancia de la
selectividad de la actividad enzimatica de E. faecalis empleada para la produccion de
péptidos con actividad IECA.

Actividad IECA de los péptidos identificados

Los 8 péptidos identificados por RP-HPLC-MS/MS se sintetizaron quimicamente y
se determiné su ICso (Tabla 11). Las secuencias identificadas en las fracciones F9.2 y
F10.3 fueron las que presentaron un ICsp menor. Concretamente, los péptidos
correspondientes a la p-caseina (133-138), LHLPLP, y B-caseina (58-76),
LVYPFPGPIPNSLPQNIPP, presentaron valores de ICsp de 54 y 53 uM
respectivamente. Sorprendentemente, el péptido identificado en la subfraccion F10.2
presentd un ICso mayor que el que se podia esperar teniendo en cuenta la actividad
encontrada en la subfraccion. Probablemente existan otros péptidos minoritarios con
actividad IECA que no han sido identificados y contribuyen a la actividad total de la
subfraccion. El mismo efecto habia sido observado previamente por Gobbetti y col.,
2000, cuando analizaron la actividad IECA de varios péptidos sintéticos identificados en
muestras de leches fermentadas. Como en nuestro caso, los valores de ICsy de los
péptidos puros fueron considerablemente mayores que los encontrados para las
fracciones de HPLC. Estos autores establecieron la hip6tesis de que el efecto
inhibitorio de las mezclas de péptidos es mucho mayor que el de los péptidos por

separado.
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Tabla 11. Actividad IECA expresada como ICs, (UM) de los péptidos sintéticos.

Péptido sintético * oo
(HM)
VLGPVRGPFP 13716
VVVPPF >1500
LHLPLP 55104
LTQTPVVVPPF >1500
VRGPFPIIV 599155
LHLPLPL 425144
LVYPFPGPIPNSLPQNIPP 5.2+0.3
VLGPVRGPFPIIV >700

@ Nomenclatura de una letra para cada amino&cido.

Se sabe que durante la fermentacién con bacterias acido lacticas se puede generar
un gran numero de péptidos y que algunos de estos pueden tener potenciales
propiedades bioactivas. Sin embargo, no todas las fermentaciones lacteas dan como
resultado la produccion de péptidos antihipertensivos. Algunos autores sefalan que la
fermentacién lactea con cultivos iniciadores comerciales no puede producir péptidos
con actividad IECA, pero que estos productos pueden ser precursores de péptidos con
actividad tras la digestion de los mismos con enzimas gastrointestinales (Pihlanto-
Leppéala y col., 1998). En un estudio llevado a cabo por Hernandez-Ledesma y col.,
(2004) con leches fermentadas comerciales observaron que la mayoria de leches

estudiadas poseian una moderada actividad IECA.

Para producir péptidos con actividad antihipertensiva es necesaria la utilizacién de
un cultivo iniciador con una gran capacidad proteolitica. Hasta el momento, los péptidos
con mayor actividad antihipertensiva se han obtenido con diferentes cepas de
Lactobacillus helveticus (Fuglsang, Nilsson y Nyborg., 2002; Leclerc y col., 2002;
Nakamura y col., 1995a, Robert y col., 2004; Sipola y col., 2001; Yamamoto, Maeno y
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Takano, 1999). De hecho, dos de los péptidos antihipertensivos mas potentes
procedentes de proteinas alimentarias, los tripéptidos IPP y VPP, fueron identificados
en una leche fermentada con Lb. helveticus CP790 y Saccharomyces cerevisiae. Estos
péptidos presentaron valores de actividad IECA expresados como ICsp de 5y 9 uM
respectivamente (Nakamura y col., 1995a). Cabe destacar que los dos péptidos
identificados en la leche fermentada con E. faecalis CECT 5727 cuyas secuencias son
LHLPLP y LVYPFPGPIPNSLPQNIPP presentan valores de ICsy del orden de 5 pM y

ambos exhiben una potente actividad antihipertensiva en SHR (Quirés y col., 2007).

Otros péptidos identificados en leches fermentadas han presentado actividad IECA
con valores de ICsop muy bajos, sin embargo su efecto antihipertensivo ain no se ha
demostrado en animales de experimentacion. Este es el caso de varios péptidos
identificados en una leche fermentada con Lb. helveticus NCC 2765 que presentaron
valores de ICs entre 15 y 650 pM (Robert y col., 2004). Tampoco se comprobado el
efecto in vivo de varios de péptidos con actividad IECA derivados de caseina que han
sido purificados en una leche fermentada con Lb. delbrueckii y Lactococcus lactis
(Gobbeti y col., 2000), ni de los péptidos procedentes de hidrolizados de caseina
obtenidos con una proteasa aislada procedente de Lb. helveticus PR4 (Minervini y col.,
2003). Por otro lado, en otros estudios se ha comprobado la actividad antihipertensiva
de los productos fermentados pero no se han identificado los péptidos responsables de
dicha actividad. Por ejemplo, se han empleado varias cepas de Lb. helveticus para
preparar leches fermentadas con propiedades antihipertensivas y otros efectos

cardiovasculares (Fulgsang y col., 2002; Leclerc y col., 2002).

Se han identificado los péptidos responsables de la actividad IECA vy
antihipertensiva de las leches fermentadas con E. faecalis. Todos los péptidos
identificados proceden de la B-caseina y tienen caracter hidrofébico. Especialmente,
todos ellos son ricos en el aminoacido Pro, que en posicién C-terminal es uno de los
residuos mas favorables para la unién del péptido con el sitio activo de la enzima. Se
sabe que la ECA muestra una gran especificidad con respecto al tripéptido C-terminal
de los sustratos e inhibidores (Cushman y col., 1973). Uno de los péptidos identificados

en este estudio, LHLPLP, presenta Pro en su extremo C-terminal y en antepenultima
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posicion y este residuo en ambas posiciones favorece la unién con la enzima
(Cushman y col., 1980). Se cree que el anillo rigido que contiene en su estructura el
aminoéacido Pro podria orientar al grupo carboxilo en una posicion favorable para que
se produzca la interaccion con el residuo de carga positiva que presenta el sitio activo
de la enzima (Cushman y col., 1977). No es de extrafiar que el péptido LHLPLPL, que
contiene Leu en la dltima posicion y Pro en pendltima posicion, posea un ICsy 100
veces mayor que el LHLPLP, ya que se ha descrito que el aminoacido Pro en esta
posicion disminuye la afinidad de los péptidos por la ECA (Cheung y col., 1980). Cabe
destacar, que es la primera vez que se demuestra la produccion mediante fermentacion
del péptido LHLPLP, aunque esta secuencia se encontraba incluida en un screening de
fragmentos sintéticos procedentes de la B-caseina humana en los que se determind la
actividad IECA (Kohmura y col., 1989). Ademas, se ha demostrado que el péptido
LHLPLP presenta una potente actividad antihipertensiva en SHR, similar a la que
poseen los péptidos inhibidores de la ECA IPP y VPP, que se encuentran en productos
comercializados (Calpis® y Evolus®) con propiedades antihipertensivas (Quirés y col.,
2006)

El otro péptido identificado con una elevada actividad IECA (ICsp = 5,3 puM)
corresponde al fragmento de 19 aminoacidos 58-76 derivado de la B-caseina. Esta
secuencia también fue identificada por Minervini y col., (2003) en un hidrolizado de
caseina bovina producido con una proteinasa parcialmente purificada de Lactobacillus
helveticus PR4. La presencia del tripéptido IPP en el extremo C-terminal justifica el ICsg
tan bajo hallado para este péptido. Sin embargo, la actividad antihipertensiva de este
péptido en SHR fue menor que la encontrada para el péptido LHLPLP (Quirés y col.,
2006).

De esta parte del trabajo se puede concluir que las leche fermentadas con distintas
cepas de E. faecalis contienen péptidos con actividad IECA y antihipertensiva. Las
secuencias responsables de esta actividad son péptidos de bajo peso molecular y ricos
en el aminoacido Pro. De especial interés es el fragmento 133-138 de la B-caseina,
LHLPLP, que posee una potente actividad IECA con un ICso de 5,5 uM y ademas

presenta actividad antihipertensiva in vivo. Cabe destacar que la actividad IECA y
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antihipertensiva de este péptido es comparable con la encontrada en péptidos
inhibidores de la ECA antihipertensivos que se encuentran incluidos en alimentos

funcionales comercializados.

2.3. Andlisis cuantitativo del péptido LHLPLP

En esta parte del trabajo se describe el método analitico para poder determinar la
cantidad del péptido antihipertensivo LHLPLP en leches fermentadas, con el minimo
tratamiento o prefraccionamiento de la muestra. Se evalué la utilizacion de RP-HPLC-
MS y RP-HPLC-MS/MS para cuantificar este péptido bioactivo, y el método fue
validado determinando la repetitividad, reproducibilidad, linealidad y recuperacion.
Finalmente el método se aplicé a distintos productos fermentados obtenidos mediante

la utilizacion de E. faecalis y diferentes condiciones de fermentacion.

Seleccion de las condiciones de analisis

Para el desarrollo del método cuantitativo por RP-HPLC-MS y RP-HPLC-MS/MS se
empled el equipo descrito en el apartado 6 de materiales y métodos. Las condiciones
de analisis del péptido LHLPLP se optimizaron con el extracto soluble en agua de una
leche fermentada con E. faecalis CECT 5728 durante 24 horas. El cromatograma
obtenido de esta forma present6 un perfil muy complejo (Figura 14A), donde el péptido
de interés, LHLPLP, eluia junto con otros péptidos entre los minutos 44,3 y 47,3. La
sefal del espectrometro de masas en esta zona del cromatograma (corriente total de
iones) mostraba también la presencia de una mezcla compleja de varios péptidos
(Figura 14B). Las modificaciones en el gradiente de HPLC no lograron mejorar la
resolucién del pico cromatografico del péptido. Finalmente, todas las muestras se
eluyeron con un gradiente lineal del 0% al 45% del disolvente B en A en 60 minutos,
con un flujo de 0,8 pl/ml y el volumen de inyeccion de la muestra fue 50 pl. Los
espectros se adquirieron en un rango de masas de 100 a 1000 m/z, con los parametros
de voltaje optimizados para el ion con m/z 689,4 correspondiente al péptido LHLPLP. El
espectro de masas obtenido entre los minutos 44,3 y 44,7 mostraba que el péptido de
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interés coeluia con otras secuencias con valores de m/z de 962,2 y 838,4. En este
espectro también se observaban los aductos de sodio y de potasio con m/z 711,4 y
727,4 correspondientes al LHLPLP (Figura 15A).

Con extraccion del ibn molecular correspondiente al péptido LHLPLP (ién con m/z
689,4; Figura 14C) se obtuvo un uUnico pico de gran intensidad con un tiempo de
retencion en el minuto 45,8, mejorandose de esta manera la especificidad. Aunque la
selectividad y la intensidad de la sefial de la extraccion del i6n m/z 689,4 permitia el
desarrollo de la determinacion cuantitativa del péptido, se evalu6 también la respuesta
del péptido en el analisis de espectrometria MS/MS. Para este propdsito se optimizaron
las condiciones de fragmentacién mediante la infusion directa a un flujo de 4 pl/min del
péptido sintético (10 ug/ml) en una solucién de acetonitrilo: agua (50: 50) con 0,3% de
acido férmico. Como era de esperar, debido a la presencia de las dos Pro en la
secuencia LHLPLP se obtuvieron dos fragmentos de gran intensidad con valores de
m/z 364,2 y 574,3, que se identificaron como iones tipo b adyacentes a Pro, en
concreto, bz y bs, respectivamente (Papayannopoulos, 1995; Figura 15B). Ademas,
esta ruptura se encuentra especialmente favorecida cuando el residuo que se
encuentra en el extremo N-terminal de la prolina es leucina (Breci y col., 2003). La
presencia de una histidina en la segunda posicibn empezando por el extremo N-
terminal explica una mayor abundancia de iones tipo b con respecto a los tipo y, con
excepcion del ion y,4, que corresponde a una ruptura que se encuentra favorecida. La
extraccion de los iones principales que se forman en la fragmentacion (m/z 574,3;
439,2; 364,2 y 251,0) daba lugar a dos picos (Figura 14D ), uno correspondiente al
péptido LHLPLP y el otro fue identificado por espectrometria de MS/MS como el
péptido LHLPLPL, el cual al fragmentarse da lugar a una serie de iones comunes con

los de la secuencia LHLPLP.
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Figura 14 . (A) Andlisis mediante RP-HPLC con detector de ultravioleta a 214 nm del extracto soluble en
agua de la leche fermentada con Enterococcus faecalis CECT 5728 (B) Corriente total de iones (C)
Extraccién del ién molecular correpondiente al péptido LHLPLP con m/z 689,4. (D) Extraccién de los
iones que se forman durante la fragmentacion del péptido LHLPLP con m/z 574,3; 439,2; 364,2; y 251,0.
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Figura 15 . (A) Espectro de masas de los péptidos que eluyen en el cromatograma de RP-HPLC entre los
minutos 44,3 y 47,3. (B) Espectro de MS/MS del i6n m/z 689,4. Los fragmentos se designaron segun la

nomenclatura de Roepstorff y Fohlman (1984).

Validacion del Método

Repetibilidad y Reproducibilidad

La repetibilidad se calcul6 mediante la desviacién estandar relativa (RSD) del area
del pico correspondiente al péptido de 6 analisis consecutivos del extracto soluble en
agua de la leche fermentada con E. faecalis CECT 5728. Los valores obtenidos para
este parametro se muestran en la Tabla 12 y se encuentran entre 2,6 y 3,9%,
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dependiendo de los iones empleados en el analisis, mediante RP-HPLC-MS con la
extraccion del ibn con m/z 689,4 y sus aductos correspondientes, 0 mediante el analisis

por RP-HPLC-MS/MS con la extraccion de los distintos fragmentos.

La reproducibilidad se calculé mediante el RSD de las areas del pico
correspondiente al péptido de 10 andlisis consecutivos de la leche fermentada
realizados en dos dias distintos (separados una semana). Los valores obtenidos para
este pardmetro se encuentran por debajo de 4% (Tabla 12). Estos valores son del
orden de los hallados por otros autores en métodos de HPLC acoplado a un
espectrometro de masas con fuente de ionizacion de electrospray y analizador de

trampa de iones (Holstege y col., 2002; Araujo y Froyland, 2006).

Estos pardmetros se calcularon también introduciendo como patron interno el
péptido sintético GHLPLP, pero la repetibilidad aumentd a 6,14% para los andlisis de
HPLC-MS y a 16,69% para los analisis por RP-HPLC-MS/MS utilizando los cuatro
fragmento mas intensos (m/z 251; 364,1; 439,2; 574,3), por lo que se descartd el uso

de un patrén interno para llevar a cabo la cuantificacion

Tabla 12. Repetibilidad calculada con la desviacion estdndar relativa del &rea del pico correspondiente al
péptido LHLPLP tras la extraccidon de los iones que se indican en la primera columna de seis analisis
consecutivos del extracto soluble en agua de la leche fermentada con Enterococcus faecalis CECT 5728.
La reproducibilidad se calculé mediante la desviacion estandar relativa de las areas de diez analisis de la

leche fermentada realizados en 2 dias distintos separados entre si una semana.

Repetibilidad Reproducibilidad

MS 3.4 % 4.0%
(m/z 689.4; 711.1;727; 733)

MS/MS 3.9 % 3.6 %
(miz 364.1,574.3)

MS/MS 2.6 % 2.3%
(miz 251; 364.1;574.3)

MS/MS 3.9 % 3.6 %

(m/z 251; 364.1;439.2;574.3)
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Linealidad

Se calcularon las regresiones lineales para los analisis de RP-HPLC-MS y RP-
HPLC-MS/MS del area del pico vs. concentracion del péptido sintético disuelto en agua
y en el extracto soluble en agua de una leche fermentada comercial, empleandose para
ello los triplicados de 6 concentraciones distintas que se encuentran en el rango
indicado en la Tabla 13. Para los andlisis de espectrometria de MS/MS, se calcularon 3

curvas teniendo en cuenta 2, 3 0 4 fragmentos obtenidos a partir del i6n molecular.

La falta de ajuste de los modelos lineales se calcul6 con el F-ratio (Massart y col.,
1990), y cuando se obtuvieron resultados significativos se utilizd6 un polinomio de
segundo grado. La Figura 16 muestra las curvas de calibrado del area del pico vs.
concentracion del péptido para RP-HPLC-MS y RP-HPLC-MS/MS utilizando los
diferentes fragmentos. Los parametros de las regresiones y estadisticos se encuentran
recogidos en la Tabla 13. Todos los valores de la tabla son significativamente distintos
de cero (p < 0,05). Como se puede ver en la tabla, para los analisis de RP-HPLC-
MS/MS se obtuvieron ecuaciones lineales, mientras que para los andlisis de RP-HPLC-
MS los resultados corresponden a una ecuacion de segundo grado. Los valores
obtenidos para el coeficiente de determinacién (R? en la Tabla 13) fueron superiores a
0,99, lo que indicé que el ajuste era aceptable, con una desviacién de los residuos,
expresada como porcentaje del valor principal de respuesta (CV) < 6% en todos los

casos.
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Figura 16. Curvas de calibrado para el péptido LHLPLP disuelto en agua obtenidas para los andlisis por
RP-HPLC-MS con la extraccion del ion m/z 689,4 y sus correspondientes aductos y mediante el andlisis
por RP-HPLC-MS/MS y la extraccion de los distintos fragmentos.

Los valores de recuperacion se calcularon con la siguiente férmula: recuperacién =
[(Qa — Qb) x 100] / Qc, donde Qa es la cantidad en la muestra a la que se ha afadido
el péptido a una concentracién, Qb es la cantidad inicial de péptido en la muestra 'y Qc
es la cantidad de péptido afiadida a la muestra (Massart y col., 1990). Los valores
principales del parametro recuperacion se calcularon a partir de los resultados
obtenidos en los experimentos de recuperacion en los que dos concentraciones del
péptido LHLPLP (0,1 y 0,2 mg/ml) se afiadieron al extracto soluble en agua de una
leche fermentada con E. faecalis, inyectandose cada punto por triplicado. Se obtuvieron
mejores resultados de recuperacion cuando se usaron las curvas de calibrado
obtenidas para el péptido sintético disuelto en agua que cuando se utilizaron las del
péptido sintético disuelto en la leche fermentada comercial, por lo que las curvas del

péptido disuelto en agua se emplearon en los siguientes analisis.
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Se hallaron valores de recuperacion comprendidos entre un 87% que se obtuvo
para los analisis de RP-HPLC-MS, hasta un valor del 94% obtenido para los analisis
por RP-HPLC-MS/MS utilizandose 3 iones de la fragmentacién del péptido (Tabla 13).
Para los analisis de RP-HPLC-MS y RP-HPLC-MS/MS con 4 iones (m/z 251.0; 364,1;
439, 2; 574,3), los valores principales de recuperacion fueron significativamente
distintos de 100 (p > 0,05). Sin embargo, para los analisis por HPLC-MS/MS con 2
iones (m/z 364,1; 574,3) y 3 iones (m/z 251; 364,1 y 574,3) los valores principales de
recuperacion no fueron significativamente distintos de 100 (p > 0,05). Ademas, los
valores RSD de las areas se encontraban por debajo del 4%, por lo que cualquiera de
estas dos regresiones lineales podian ser utilizadas para calcular la concentracion de
LHLPLP.

Limites de deteccidn y cuantificacion

La cuantificacion de las muestras se llevdo a cabo con la recta de calibracion
obtenida para los analisis de RP-HPLC-MS/MS con 3 iones (m/z 251; 364,1 y 574,3).
Los limites de deteccién y cuantificacion se calcularon como la concentracién de
péptido que daba una sefal igual a la sefial del ruido a la que se suma 3y 10 veces la
desviacion estandar del blanco, respectivamente (Miller y Miller, 2000). El valor que se
obtuvo para el limite de deteccion fue de 7 pg/ml y de 25 pg/ml para el limite de
cuantificacion. Este limite de deteccion podria mejorarse facilmente aumentando el flujo
a la fuente de electrospray de 20 a 300 pl/min, el problema es que con flujos altos se
puede ensuciar la fuente de electrospray en el espectrometro de masas y deberia

limpiarse periddicamente para evitar una disminucion en la respuesta.
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Tabla 13. Regresién polindémica (y = a + bx + cx®) para el area vs. concentracion de las soluciones estandar del péptido LHLPLP en agua y en leche

fermentada obtenidas mediante el andlisis por RP-HPLC-MS y RP-HPLC-MS/MS.

Concentracién a b c R? S CV  P-valor n  Recuperacion
(mg/mL) (%) (valor principal)
MS 7 0-0.25 2.16584E6  7.93250E8  -7.22586E8 0997 2@B67 57 0.08 18 86.95
(M/Z 689.4; 711.1;727; 733)
MS/MS A 0-0.25 1.04283E6  1.34205E8 - 0999 0.34966E6 356900 18 94.39
(M/z 364.1;574.3)
MS/MS*
s 251 364.15574.3) 0-0.25 1.38708E6  1.63390E8 - 0999 041551E6 35190 18 92.26
1;364.1;574
'(\:'nslé'\"zil 364.1:430.25574.3) 0-0.25 155363E6  1.78949E8 - 0.998 056676E6  4.3370 18 9231
MS B 0-0.25 0.92202E6  9.40727E8  -1.00653E9  0.998 228@5 4.2 0.27 18 7231
(M/Z 689.4: 711.1;727; 733)
MS/MS*®
(M/z 364.1;574.3) 0-0.25 0.20506E6 1.46935E8 - 0.997 0.65996E6 5.6 0.16 18 86.21
B
(l\:InS/ngSSl 364.1574.3) 0-0.25 0.28507E6  1.75608E8 - 0.998 0.64929E6 46130 18 85.94
1;364.1;574
MS/MS 0-0.25 -0.06945E6  1.92306E8 - 0.996 096229E6  6.040 18 86.08

(m/z 251; 364.1;439.2;574.3)

A Solucién estandar de LHLPLP en agua

B Solucién estandar de LHLPLP en leche fermentada

R?, coeficiente de determinacion; s, desviacion estandar residual; CV(%) = (s/ Y )*100; desviacion estandar residual expresada como porcentaje dle valor

principal; P-valor, procede del test de la falta de ajuste para la regresién; n, nUmero de puntos utilizados; Recuperacién = (cantidad detectada en la

muestra a la que se afiade péptido estandar a una concentracion-cantidad detectada en al muestra)-100/cantidad afadida.
* Significativamente distinto de 100 (p<0.05).

Todos los coeficientes de regresion (a, b, ¢) son significativamente distintos de cero (p<0.05)
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Andlisis de las leches fermentadas

Empleando la recta obtenida para el analisis por RP-HPLC-MS/MS con 3 iones
(m/z 251; 364,1 y 574,3), se determind la concentracion del péptido LHLPLP en leches
fermentadas con E. faecalis CECT 5727 y CECT 5728 a diferentes tiempos de
fermentacion (0, 3, 6, 9, 24, y 48 horas; Figura 17 ). Para describir la evolucién de la

concentracion con el tiempo de fermentacion se eligié el siguiente modelo matematico:

Y = A+(B-A)*(1-exp(-K*t)

Donde Y representa la concentracion del péptido (en mg/ml), t el tiempo, en horas,
y A the Bottom, B the Top y K la constante de velocidad. Los resultados obtenidos con
la regresion no lineal se muestran también en la Figura 17: los valores de los
parametros que mejor se ajustan, y también los valores que sirven para juzgar si el
ajuste es adecuado (el coeficiente de determinacion, R?, y la desviacién estandar de los
residuos, S y ).

0,25

Equation: Y = Bottom + (TOP-Bottom)*(1-exp(-K*X))

0,20 +

0,15

CECT 5728: Bottom = .0805 , TOP= .2054 , K = .1806
R*=0.981, S, , = .0087

CECT 5727: Bottom = .0512 , TOP= .1894 , K = .1248
R?=0.996, S, , = .043

0,10 -

Y, Concentration of LHLPLP (mg/mL)

0,05

0,00

0 10 20 30 40 50

X, time (hours)

Figura 17. Concentracion del péptido LHLPLP en las lecheméstadas coik. faecalisCECT 5727 y CECT
5728, a distintos tiempos de fermentacion: 0, 3,&@4 y 48 horas. Ecuacion matematica elegida gasaribir la
evolucidn de la concentracién del péptido conezhfio de fermentacién.
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Como se puede observar en la Figura 17 la cantidad de LHLPLP fue mayor cuando
se empleo para llevar a cabo la fermentacion de la leche la cepa CECT 5728 de E.
faecalis y en ambos casos, tanto cuando se utilizé la cepa CECT 5728 como cuando la
fermentacién se realizo con la cepa CECT 5727, la concentracion de LHLPLP alcanzo6

un maximo después de 20 horas de fermentacion.

De la misma forma que en caso anterior, se evalud la concentracion de péptido
producida tras la fermentacién con E. faecalis CECT 5728 de una leche enriquecida
con caseina donde se habia estandarizado el contenido en proteina (Tabla 14). Las
cantidades del péptido LHLPLP fueron mayores con un contenido en proteina del 5,5%
gue con un contenido en proteina del 4,3 %. De nuevo, la concentracion del péptido
aumentoé con el tiempo hasta las 24 horas de fermentacién, por lo que no es necesario
fermentar durante mas tiempo para conseguir la maxima cantidad de péptido. El
incremento de la activididad IECA en una leche fermentada enriquecida en caseina se
habia demostrado anteriormente por otros autores (Leclerc y col., 2002). Por lo tanto,
podria ser interesante la adicion de caseinato a la leche para aumentar la produccion

péptidos bioactivos de interés durante la fermentacion.

El método desarrollado también se empled para llevar a cabo la cuantificacion del
péptido en diferentes mezclas realizadas con la leche fermentada con E. faecalis CECT
5728 durante 24 horas y distintas cantidades de un yogurt liquido comercial edulcorado
y aromatizado que se utilizo para aumentar la palatabilidad del producto. Asimismo, se
analizé una de las leches fermentadas enriquecida con Ca (2 gr/l). Estas muestras se
prepararon en diferentes procesos de fermentacion y se emplearon en un estudio
cronico para evaluar el efecto antihipertensivo de estos productos en SHR (Miguel y
col., 2005).

La leche fermentada con E. faecalis CECT 5728 contenia 0,234 mg/ml de péptido,
y después de la mezcla con el yogur liquido entre 0,138 mg/ml y 0,164 mg/ml,
dependiendo del lote considerado. La presencia de Ca en la muestra no afecté a la

cuantificacion del péptido. Estos productos causaron un descenso significativo en la
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presion arterial sistélica y diastélica de SHR, y este efecto fue mayor cuando se
alimenté a las ratas con la leche enriquecida en Ca (Miguel y col., 2005).

Tabla 14. Cuantificacion del péptido LHLPLP en el extracto soluble en agua de la leche estandarizada a
distintas concentraciones de proteina durante la fermentacién con Enterococcus faecalis CECT 5728.

Tiempo de Fermentaciéon % Proteina LHLPLP

(mg/ml)®
24 h 4,3 0,258
26 h 4,3 0,243
28 h 4,3 0,247
31h 4,3 0,226
n 4.3 0,240
24 h 55 0,301
26 h 5,5 0,266
28 h 55 0,265
31h 5,5 0,281
34 h 5,5 0,298

De lo expuesto en este capitulo se puede concluir que se ha desarrollado un
método para cuantificar el péptido antihipertensivo LHLPLP por RP-HPLC-MS/MS en
leches fermentadas. El uso de espectrometria masas y de espectrometria de MS/MS
proporciona cromatogramas muy limpios para este péptido sin apenas interferencias de
del resto de compontentes de la leche fermentada. El método presenta una variabilidad
con un desviacion estandar relativa inferior al 4% y una linealidad buena en el rango
necesario para la determinacion directa de este péptido en leches fermentadas con E.
faecalis (de 7 a 250 pg/mL). Los andlisis se desarrollaron sin ningun tratamiento previo
de la muestra y se aplicaron para llevar a cabo la optimizacion del proceso de
fermentacién y de diversos productos desarrollados a partir de las leches fermentadas

con E. faecalis.
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2.4. Biodisponibilidad

Hasta el momento la mayoria de los estudios sobre péptidos con actividad IECA se
han centrado en la produccion y el aislamiento de los mismos. Sin embargo, existe muy
poca informacion sobre la biodisponibilidad de estos péptidos después de su
administracion oral. En esté parte del trabajo se han realizado una serie de ensayos in
vitro que tratan de emular el proceso que tiene lugar en el organismo tras la ingestion
de los péptidos. Es muy importante determinar la biodisponibilidad de los péptidos
inhibidores de la ECA para garantizar su bioactividad, ya que para ejercer una
reduccion en la presion sanguinea es necesario que estos péptidos alcancen de forma

activa los 6rganos diana en los que van a ejercer su funcion.

Se ha estudiado la susceptibilidad de los péptidos identificados en la leche
fermentada con E. faecalis CECT 5727 a las enzimas gastrointestinales mediante un
proceso de simulacion gastrointestinal. El transporte transepitelial de uno de los
péptidos se ha evaluado mediante el uso de células Caco-2, y también se han realizado

ensayos para determinar la resistencia de los péptidos a las proteasas plasmaticas.

2.4.1. Simulacion de la digestion gastrointestinal

Se ha evalulado el impacto de la digestion gastrointestinal en la estabilidad de los 8
péptidos previamente identificados en la leche fermentada con E. faecalis CECT 5727.
Para ello, los 8 péptidos se han sintetizado quimicamente y se han sometido a dos
etapas de hidrolisis simulando las condiciones en las que tiene lugar la digestion
fisiol6gica. Tras la incubacion de los péptidos con pepsina, simulando el proceso de
digestion del estémago, y con Corolasa PP® (tripsina, quimiotripsina, carboxi y
aminopeptidasas), simulando las condiciones en que tiene lugar la digestion en el
intestino, los hidrolizados se analizaron por RP-HPLC-MS/MS y se secuenciaron los
fragmentos liberados por accién de las enzimas gastrointestinales. Asimismo, se
determind la actividad IECA de los péptidos hidrolizados comparandose con las
actividad que presentaban los péptidos antes de la digestion. Estos resultados se

encuentran resumidos en la Tabla 15.
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Tabla 15. Comportamiento de los péptidos con actividad IECA identificados en el permeado de 3000 Da procedente del extracto soluble en agua de la

leche fermentada con E. faecalis CECT 5727 en condiciones de simulacién gastrostrointestinal. Secuencia y actividad IECA de los péptidos liberados

después de la digestion.

ICs0 (mg/mly* ICs0 (mg/mly*
Secuencia Antes de laDespués de laGrado de hidrolisis Fragmentos liberados después digestion
digestion digestion
LHLPLP 0,004 0,004 No hidrolizado
LHLPLPL 0,340 0,014 Parcialmente hidrolizado LHLRIL.PHLPLP
VVVPPF >1,0 0,770 Parcialmente hidrolizado VVVPRWVPP; PPF
LTQTPVVVPPF >1,8 0,430 Parcialmente hidrolizado ORYVVPPF; LTQTPVVVPP; VVPPF,
LTQTPV
VRGPFPIIV 0,600 0,310 Parcialmente hidrolizado VHEGBRV; VRGPFPII; VRGPFPIIV; GPFPI
LVYPFPGPIPNSLPQNIPP 0,010 0,170 Hidrolizado LVYPHREN; YPFPGPIP
VLGPVRGPFP 0,140 0,590 Hidrolizado LGPVR; VLGPV; BB GPVRG;
VLGPVRGPFPIIV >]1 2,24 Hidrolizado GPFPIIV; GPFPI
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De los 8 péptidos ensayados, solamente el péptido derivado de la B-caseina (133-
138), LHLPLP, fue resistente a la hidrdlisis con las proteasas digestivas. Se sabe que la
presencia del aminoacido Pro en las secuencia de los péptidos les confiere resistencia

frente a las enzimas proteoliticas (Kim y col., 1972; Vermeirssen y col., 2004).

Los péptidos LHLPLPL, VVVPPF, LTQTPVVVPPF y VRGPFPIIV, se hidrolizaron
parciamente (Figura 18a, 18b, 18c y 18d ) y su actividad IECA aumentd después de la
digestion (Tabla 15). El caso mas significativo fue el del péptido LHLPLPL que perdio la
Leu C-terminal liberandose el péptido LHLPLP (aproximadamente un 32% de la
concentracion inicial del LHLPLPL) (Figura 18a). La actividad del LHLPLPL hidrolizado
aumenté aproximadamente 23 veces. De hecho, esta secuencia posee una moderada
actividad antihipertensiva en SHR a pesar de su baja actividad IECA, lo que podria
explicarse por la pérdida del aminoacido Leu in vivo (Miguel y col., 2006). La capacidad
para inhibir la ECA de los péptidos VVVPPF y del LTQTPVVVPPF aumento
ligeramente tras la digestion, probablemente debido a la formacién de los fragmentos
VVVPP (Figura 18b ) y LTQTPVVVPP (Figura 18c ) que contienen el tripéptido VPP en
su extremo C-terminal. Se ha comprobado que la secuencia VPP exhibe una potente
actividad IECA y posee efecto antihipertensivo en animales y en humanos (Nakamura y
col., 1995b; Hata y col., 1996; Sipola y col., 2001; Seppo y col., 2003). Cabe destacar,
gue aunque los péptidos VVVPPF y LTQTPVVVPPF no mostraron actividad IECA in
vitro (ICsp > 1500 pM), podrian ser candidatos para ejercer una posible actividad
antihipertensiva in vivo como consecuencia de la liberacion de secuencias con
actividad durante la digestion gastrointestinal. Seria por tanto interesante probar el
efecto de estos péptidos en animales. Otros autores también han demostrado que
durante la digestion se pueden formar péptidos activos. Asi, Maeno y col., 1996,
encontraron que la secuencia KVLPVPE correspondiente al fragmento 169-175 de la [3-
caseina, con un ICsp > 1000 uM, mostraba una potente actividad antihipertensiva en
SHR. Sus resultados sugerian que la pancreatina liberaba a partir de este péptido el
fragmento KVLPVP que presentaba una gran capacidad para inhibir la ECA (ICsp = 5
puM). Por dltimo, la actividad del péptido VRGPFPIIV que también se hidrolizo
parcialmente aumentd 2 veces después de la hidrdlisis. Esta secuencia no disminuyo la

presion arterial cuando se suministrd por via oral a SHR (Miguel y col., 2006).
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Los péptidos con secuencias LVYPFPGPIPNSLPQNIPP, VLGPVRGPFP vy
VLGPVRGPFPIIV se hidrolizaron totalmente (Figuras 18e, 18f y 18g ) tras la
incubacion con las enzimas digestivas. El péptido inhibidor de la ECA de 19
aminoacidos, LVYPFPGPIPNSLPQNIPP, se hidroliz6 completamente liberandose
como fragmento principal el péptido LVYPFPGPIPN (Figura 18e), el cual contiene en
su secuencia el fragmento YPFPGPIPN previamente identificado por Saito y col.,
(2000) en queso Gouda madurado durante 8 meses, que mostro un ICso de 14,1 uM.
Como muestra la Tabla 15 la actividad del LVYPFPGPIPNSLPQNIPP disminuy6 18
veces después de la digestion. Estos resultados se correlacionan con los obtenidos en
los experimentos in vivo, que muestran que esta secuencia a pesar de presentar la
misma capacidad para inhibir a la ECA in vitro que el péptido LHLPLP, posee una
actividad antihipertensiva en SHR menor, y causa una disminucion de la presion arterial
sistélica en el tiempo que sigue un patron diferente al del péptido LHLPLP (Quirds y
col., 2006). Otros autores sugieren que la bioactividad de los péptidos de pequefio
tamafo podria conservarse durante el proceso de digestidn gastrointestinal, pero que
en el caso de secuencias de mayor longitud seria necesario que contaran con una
proteccion para escapar a la accion de las enzimas digestivas y poder ejercer asi un
efecto fisiolégico en el organismo (Roufik y col., 2006). Los péptidos VLGPVRGPFP y
VLGPVRGPFPIIV también fueron hidrolizados totalmente tras la accion de las enzimas
digestivas (Figura 18f y 18g ) y su capacidad para inhibir a la ECA disminuy6é o

practicamente no vario.

En conclusion, de los 8 péptidos identificados en la leche fermentada con E.
faecalis CECT 5727 sé6lo la secuencia LHLPLP fue resistente a las proteasas
gastrointestinales, por lo tanto, este hexapéptido podria alcanzar intacto el epitelio
intestinal, absorberse y pasar al torrente circulatorio. La secuencia
LVYPFPGPIPNSLPQNIPP fue hidrolizada completamente por las enzimas digestivas y
su actividad IECA disminuydé. La capacidad para inhibir la ECA de los péptidos
LHLPLPL, VVVPPF, LTQTPVVVPPF y VRGPFPIIV, aument6 después de la digestion,
por lo que estos péptidos podrian ser potenciales candidatos para ejercer un efecto in

Vivo.
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2.4.2. Evaluacién de la absorcién intestinal y del mecanismo de transporte de los
péptidos LHLPLP y HLPLP

Se planteé la evaluacion de la resistencia del LHLPLP a las peptidasas de la pared
intestinal y el estudio de la absorcion y del mecanismo de transporte de este péptido a
través del epitelio mediante la utilizacion de células Caco-2; una linea de células
procedente de un carcinoma colorectal humano que se ha establecido como modelo

del epitelio del intestino delgado.

Resistencia a las peptidasas del epitelio intestina |

Se evalud la concentracion del péptido en las soluciones de la parte apical y
basolateral tras afiadir una concentracion de 1 mM de péptido sintético LHLPLP a la
camara apical incubandose a una temperatura de 37°C durante diferentes periodos de
tiempo (0, 10, 20, 30, 60 y 90 minutos). La cuantificacién se realizé por RP-HPLC-
MS/MS siguiendo el método cuantitativo desarrollado en el apartado 2.3 con algunas
modificaciones para aumentar la sensibilidad del método y poder detectar pequefias
cantidades de péptido (ver materiales y métodos apartado 9.3). La ecuacion lineal (y =
10,473E6 — 6,115E6X; R? = 0,994) se emple6 para determinar la concentracion del
péptido en las muestras. La incubacion del péptido LHLPLP en la parte apical de la
monocapa de células Caco-2 mostr6 que las peptidasas de la pared intestinal
hidrolizaban el enlace entre la Leu y la His, liberandose el péptido HLPLP (Figura 19).
El pentapéptido aparecia en 3 minutos aproximadamente y su concentracion
aumentaba con el tiempo de incubacion hasta los 60 minutos (Figura 19). La
membrana del intestino es especialmente rica en actividad aminopeptidasa lo que
provee una actividad funcional complementaria a la actividad carboxipeptidasa del jugo
pancreatico. Otros autores también han observado que los péptidos que contienen Leu
en su extremo N-terminal son muy susceptibles a la hidrélisis de las peptidasas
celulares (Satake y col., 2002).
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Figura 19. Extraccion de los iones moleculares correpondgeat péptido LHLPLP con m/z 689,4, y al péptido
HLPLP conm/z576,3, obtenidos mediante el analisis por RP-HIMPIMS de las soluciones apicales procedentes
de la incubacion del péptido LHLPLP en la monocd@aélulas Caco-2 a distintos tiemp@s), 3 minutos(B) 10
minutos(C) 30 minutos y(D) 60 minutos.
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Flujo transepitelial del péptido LHLPLP y HLPLP a travé s de la monocapa de

células Caco-2

Los andlisis de las soluciones basolaterales procedentes de la incubacién del
péptido LHLPLP a distintos tiempos mostraron que cuando el LHLPLP se sometia a un
flujo transepitelial, se detectaba el péptido en la zona basolateral alcanzandose la
saturacion aproximadamente a los 10 minutos de la incubacion (aproximadamente un
0,01% de la concentracion inicial tedrica o un 0,018% de la concentracion
experimental). De especial interés fue que el péptido HLPLP producido previamente en
la zona apical alcanzaba rapidamente la zona basolateral y su concentracion
aumentaba con el tiempo. Se decidié afadir HLPLP directamente a la camara apical
incubandose a 37°C y a los mismos tiempos que el péptido LHLPLP. El andlisis de las
soluciones apicales mostré que el péptido HLPLP no se hidrolizaba por las peptidasas
celulares. Se sabe que los péptidos que contienen las secuencias XP y XPP son
especialmente resistentes a la proteolisis in vivo (Masuda y col., 1996; Mizuni y col.,
2004). La Figura 20 muestra la absorcion del péptido HLPLP a través de la monocapa
de células Caco-2 cuando LHLPLP o HLPLP se afiadian a la solucion apical. Como se
puede observar, la tasa de transporte era mayor cuando se adicionaba el péptido
HLPLP, y una pequefa cantidad de este pentapéptido se transportaba rapidamente a la
solucion basolateral (aproximadamente en 3 minutos). Este transporte tan rapido no se
observé cuando se afadio LHLPLP a la solucion basolateral, probablemente porque las

peptidasas deben transformar al hexapéptido en HLPLP antes de la absorcion.

Debido a que el péptido HLPLP se absorbia mas rapidamente y en mayores
cantidades que el péptido LHLPLP, se establecio la hipétesis de que el HLPLP podria
ser la forma activa in vivo del hexapéptido y por lo tanto el HLPLP se eligio para llevar a
cabo los siguientes experimentos. Asi, se evaluo el flujo transepitelial de este péptido
midiendo su concentracién en la solucién basolateral. En primer lugar, se evalué el
efecto que tenia la concentracion de HLPLP en la solucién apical en el transporte
transepitelial después de 60 minutos de incubacion. Como muestra la Figura 21, el
transporte de HLPLP fue dependiente de la concentracién y no se observo saturacion

cuando la concentracion del péptido en las solucion apical fue menor de 3 mM.
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Figura 20. Transporte del péptido HLPLP a diferentes tiempos a través de la monocapa de células Caco-
2. En el minuto 0 se afiadié LHLPLP (1 mM) o HLPLP (1 Mm) en la solucién apical. La concentracion de

HLPLP en la solucién basolateral se determin6 por RP-HPLC-MS.
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Figura 21. Transporte dosis-dependiente del péptido HLPLP a través de la monocapa de células Caco-2.
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Transpote transepitelial del péptido HLPLP

El siguiente objetivo fue determinar si el péptido HLPLP se transportaba a través de
las células del epitelio intestinal mediante alguno de los tres mecanismos que se
conocen para el transporte de oligopéptidos; a través de un transportador; por
trancitosis o por via paracelular. El péptido transportador 1 (PepT1) es un transportador
intestinal acoplado a un gradiente de protones de los enterocitos de los mamiferos, y
sirve de medio de transporte no solo de di- y tri- péptidos si no también de diferentes
farmacos y pro-farmacos (Okano y col., 1984; Fei y col., 1994; Brandsch y col., 2004).
La trancitosis es un sistema de transporte mediado por las vesiculas celulares que
poseen ligandos especificos, ligandos adsobentes no especificos o fluidos que se han
descrito como medio de transporte de ciertos péptidos (Shimizu y col.,, 1997). El
transporte paracelular a través de los espacios intercelulares tiene lugar mediante una
difusion pasiva independiente de energia y es el mecanismo de una gran variedad de
compuestos de bajo peso molecular incluyendo distintos péptidos (Peppenheimer y
col., 1994; Sakate y col., 2002). Asi, se determino el flujo apical-basolateral (AP-BL) del
péptido HLPLP en presencia de glicilsarcosine (Gly-Sar) (10 mM) que es un sustrato
competitivo del transportador PepT1, de Worthmanin (500 nM), que es un inhibidor de
la fosfoinosidite 3-Kinasa que inhibe la trancitosis en células polarizadas y de
Cytochalasin D (0,5 pg/mL), que es un farmaco que afecta a las uniones intercelulares.
Como se puede observar en la Figura 22, el flujo de HLPLP no se redujo en presencia
de Gly-Sar ni de Worthmanin, indicando que el transporte mediado por PepTl y el
transporte mediado por vesiculas no es la ruta principal para el transporte transepitelial
del HLPLP. Sin embargo, en presencia de Cytochalasin D, el flujo transepitelial del
HLPLP aument6 dos veces. Estos resultados sugieren que la ruta principal para el
transporte del HLPLP es la paracelular mediante una difusién pasiva. Es conocido, que
la via paracelular es una ruta de transporte no degradativa, de manera que las
proteinas y péptidos que se transportan por medio de esta ruta se mantienen intactos
(Shimizu, 2004).
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Figura 22. Efecto del Worthmanin (inhibidor de la trascitosis), Gly-Sar (Sustrato para el transportador
PepT1) y Cytochalasin D (agente que abre las uniones intercelulares), en el transporte del péptido
HLPLP a través de la monocapa de células Caco-2. Cada valor esta expresado como valor principal + el

error estandar (n=3).

Transporte apical-basolateral y basolateral-apical del HLPLP

Para confirmar que el transporte paracelular es la principal ruta a través de la cual
se absorbe el HLPLP se compar¢ el flujo AP-BL con el flujo basolateral-apical (BL-AP)
(Figura 23). Aungue se han encontrado algunas diferencias entre el transporte activo a
través de péptidos transportadores acoplados a un gradiente de protones en la zona
apical y los péptidos transportadores de la zona basolateral (Irei y col., 2004; Terada y
col., 1999), no se han encontrado diferencias significativas en el flujo transepitelial de
otros péptidos a través de la ruta paracelular (Sakate y col., 2002). No se encontraron
diferencias significativas en el flujo AP-BL y BL-AP (Figura 23 ), confirmandose que la
difusién pasiva a través de una ruta paracelular es la principal ruta para el transporte
transepitelial del péptido HLPLP a través de la monocapa de células Caco-2.
Aproximadamente un 0,05% de HLPLP afadido a la solucion apical se transport6 a la

solucién basolateral en 60 minutos.
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Figura 23. Flujo apical-basolateral (AP-BL) y basolateral-apical (BL-AP) del HLPLP a través de la
monocapa de células Caco-2. Se adicioné una concentracion de 1 mM de HLPLP a la solucion apical o
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de incubacion. Cada valor esta expresado como valor principal * el error estandar (n=3).

La ruta paracelular, es la principal ruta para la difusion pasiva a través del epitelio
del ile6n de los mamiferos y la complejidad molecular de las uniones intercelulares
parece ser la mayor barrera para que se de el transporte de sustancias a través de esta
ruta (D Atri y Citi, 2002). Las uniones intercelulares son dinamicas y las células de
absorcion intestinal pueden modular la estructura y la funcion de las uniones mediante
un mecanismo dependiente del citoesqueleto (Marada y col., 1983, 1986; Mitic y col.,
2000). Se ha descrito que varios estimulos extracelulares que afectan a las uniones
entre células, incluyendo algunos nutrientes, el interferon-y y las citoquinas (Nurast y
col., 2000; Madara y Stafford, 1989; Watson Yy col., 2005; Youakim y ahdieh, 1999). Por
lo tanto, el transporte paracelular de compuestos de pequefio tamafio in vivo es mayor
gue el que se determina como aproximacion in vitro mediante el modelo de monocapa
de células Caco-2 (Conradi y col., 1993). Esto podria indicar que incluso cuando el flujo
de HLPLP es muy bajo en el modelo de células Caco-2, el flujo transepitelial in vivo

podria ser mucho mayor.

En conclusion, los resultados obtenidos con el modelo de células Caco-2 sugieren
que el LHLPLP es hidrolizado por las peptidasas celulares dando lugar al péptido
HLPLP el cual se transporta a través de la monocapa de células Caco-2 siendo la
difusion pasiva por via paracelular el principal mecanismo de transporte de este

péptido. Este péptido presenta una actividad IECA muy potente con un ICsp de 21 pM y
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actividad antihipertensiva en SHR por lo que podria ser el responsable de la actividad
antihipertensiva que muestra el LHLPLP cuando se admistra a SHR (Quirds y col.,
2006). Hay que destacar que la secuencia HLPLP se ha identificado también en leche
humana sometida a una digestion gastrointestinal in vitro (Ver apartado 3 de
Resultados y Discusién). Esta secuencia se encuentra en una region de la B-caseina
muy conservada en distintas especies de mamiferos y su formacién durante la

digestion podria tener algun significado fisiologico.

2.4.3. Resistencia de los péptidos LHLPLP y HLPLP a las peptidasas plasmaticas

Con el objetivo de estudiar el comportamiento de los péptidos LHLPLP y HLPLP
frente a las peptidasas plasmaticas se llevaron a cabo una serie de experimentos in
vitro. En primer lugar se incub6 el péptido LHLPLP con plasma de rata a distintos
tiempos hasta 24 horas segun el método de Matsui y col., (2000) y las muestras se
analizaron por RP-HLPC-MS/MS. Como se observa en la Figura 24, el péptido
LHLPLP se hidrolizaba rapidamente por las peptidasas plasmaticas formandose el
pentapéptido HLPLP que en estas condiciones experimentales permanecia intacto al
menos durante 6 horas. También se detecté una pequefia concentracion del tripéptido
HLP a las 4, 6 y 8 horas de incubacion. Matsui y col. (2000), encontraron que el
tripéptido IVY se comportaba de manera similar cuando se incubaba en plasma de rata
y en plasma humano, por lo que cabria esperar que el HLPLP se forme también
cuando el LHLPLP sea hidrolizado por las proteasas del plasma humano.
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Figura 24. Hidrélisis del péptido LHLPLP y formacion de su fragmento HLPLP en plasma de rata durante
8 horas de incubacién.
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El siguiente paso fue incubar el péptido HLPLP en plasma humano siguiendo el
método de Matsui y col., (2000). Con este procedimiento el péptido permanecié intacto
hasta las 24 horas de incubacién, por lo que se decidié incubar el péptido en plasma a
concentraciones mas bajas (0,4 mg/mL) en las mismas condiciones que en caso
anterior. La Figura 25 muestra el comportamiento del HLPLP en plasma humano
durante 24 horas, la concentracion viene expresada como el area correspondiente a la
extraccion del i6bn molecular del péptido con m/z 576,3 y a sus aductos de sodio con
m/z 598,3 y 620,3. Como se puede observar en la figura, el péptido permanecio
practicamente intacto durante la primera hora de incubacién, a las 2 horas la
concentracion se redujo aproximadamente a la mitad y a las 4 horas practicamente
desaparecid. A las 6 horas aunque se detectd el péptido no fue posible cuantificarlo.
Aunque con este método in vitro no podemos asegurar el tiempo de permanencia del
péptido en el torrente circulatorio, los resultados muestran que este péptido es muy
resistente a la hidrélisis con las péptidasas plasmaticas. De hecho, el péptido HLPLP
se encontré6 en muestras de plasma humano obtenidas en un estudio realizado con
pacientes sanos que consumieron una leche fermentada enriquecida en péptido con
actividad IECA (Platerink y col., 2006). Walsh y col., (2004), encontraron que el
fragmento antihipertensivo 142-148 de la B-lactoglobulina a una concentracién de 1,7

mg/mL de suero se degradaba rapidamente en 60 minutos de incubacién.

3,E+08 7
3,E+08 B
2,E+08

2,E+08

1,E+08 -

5,E+07 -

0,E+00 0
2h 4h

Area MS

T T T 1

0 15min 30 min 1h 6h

Tiempo

Figura 25. Incubacién del péptido HLPLP con plasma humano. Las muestras se analizaron por RP-
HPLC-MS/MS determindndose el &rea del pico correspondiente al ibn molecular del péptido con m/z
576,3 y sus aductos con m/z 598,3 y 620,3.
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2.4.4. Busqueda en plasma del LHLPLP tras su admini  stracion oral a SHR

Se investigd la presencia del péptido LHLPLP en plasma de rata tras la
administracion oral del mismo a SHR mediante RP-HPLC-MS/MS. Tras la admistracion
oral del péptido LHLPLP a 4 ratas SHR, se tomaron muestras de sangre segun se
describe en el apartado 9.5 de materiales y métodos. En los analisis de las muestras de
plasma obtenidos a los tiempos 1, 2, 3 y 4 horas tras la administracién del péptido no
se detectd ni el péptido ni ninguno de sus fragmentos. Asimismo, tampoco se encontré
el LHLPLP ni ninguno de sus fragmentos en una muestra de plasma obtenida a las 4
horas tras la administracion oral del péptido a una SHR después su sacrificio. Estos
resultados no se corresponden con los encontrados para los modelos de simulacién in
vitro que mostraban que el LHLPLP era resistente a las proteasas gastrointestinales y
gue su fragmento HLPLP podria absorberse a través de las células del epitelio
intestinal, sin embargo no podemos descartar que el péptido se absorba ya que la
concentracion del péptido que pasa al torrente circulatorio podria estar en una
concentracion por debajo del limite de deteccion del método de RP-HLPC-MS/MS.
Walsh y col., 2004, tampoco encontraron el fragmento antihipertensivo 142-148 de la (3-
lactoglobulina en plasma humano, sin embargo en este caso era l6gico puesto que este
péptido era susceptible a la incubacion con las proteasas gatrointestinales y plamaticas
in vitro. La absorcion de péptidos antihipertensivos a través del intestino se ha
demostrado en algun caso. Por ejemplo, el tripéptido VPP se detecté en la aorta
abdominal de SHR a las 6 horas de la administracién oral de la leche fermentada
Calpis” (Masuda y col., 1996), aunque en este caso no se estudié la presencia de este

péptido en la circulacion sanguinea.

La concentracion de los péptidos en sangre va a depender de la cantidad que se
absorba de ellos a través del intestino. Ademas, estos son degradados rapidamente por
las dipeptidylpeptidasas IV/DP IV/CD 26 (Hartrodt y col., 1982; Kreil y col., 1983), una
enzima localizada en muchos tejidos de los organismos mamiferos (Abbott y col.,
1990); Tampoco estad claro, de que manera contribuyen otras enzimas con una

especificidad similar como por ejemplo las prolylendopentidasas, endopeptidasas
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especificas de prolina y la enzimas que rompen en enlace amino terminal a prolina
(Hartrodt y col., 1982; Schonlein y col., 1990). Estas enzimas hidrolizan los enlaces

anteriores a Pro, pudiendo se las responsables de la degradacion del LHLPLP.

Otra posible explicacion de por qué no se detect6 el péptido en el plasma es que el
el tiempo de permanencia del péptido en la circulacibn sanguinea sea muy corto,
acumulandose rapidamente en otros oOrganos. Este efecto ha sido observado por
Matsui y col., 2004, con el dipéptido antihipertensivo VY que se eliminaba rapidamente
del plasma acumulandose en diversos o6rganos (riidén, corazén, pulmén, aorta
abdominal, arteria mesentérica e higado). Lo mismo ocurre con el captopril cuya
concentracion en plasma desaparece a las 2 horas tras la administracion del farmaco
(Jarrott y col., 1982; Jankowski y col., 1995).

En resumen, de los estudios de biodisponibilidad se concluye que de los 8 péptidos
identificados en la leche fermentada con E. faecalis CECT 5727, el péptido LHLPLP fue
el dnico que resistio la hidrdlisis con las enzimas gastrointestinales. Los estudios
realizados con células Caco-2 sugieren que el LHLPLP se hidroliza por las peptidasas
celulares dando lugar al péptido HLPLP el cual se transporta a través de la monocapa
de células Caco-2, siendo la difusion pasiva por via paracelular el principal mecanismo
de transporte de este péptido. EI HLPLP es resistente a las peptidasas plasmaticas
humanas en las condiciones ensayadas por lo que podria ser la forma activa del
péptido LHLPLP. Sin embargo, ni el LHLPLP ni ninguno de sus fragmentos, incluyendo
el HLPLP, se han podido encontrar en plasma de rata tras la administracion del péptido
LHLPLP.
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2.5. Estudios enziméticos del péptido LHLPLP

Para ejercer un efecto in vivo, los péptidos inhibidores de la ECA deben
comportarse como verdaderos inhibidores de la ECA y ho como sustratos de la enzima.
Fujita y col., (2000) clasificaron los péptidos con actividad IECA en tres grupos
dependiendo de su comportamiento tras la incubacion con la ECA: los verdaderos
inhibidores, cuyo ICso no se ve modificado tras la incubacién con la enzima, péptidos
qgue son sustrato de la ECA y que por tanto son hidrolizados tras la incubacion dando
lugar a fragmentos que presentan baja actividad IECA, y péptidos que son convertidos
en verdaderos inhibidores bien por la accion de la ECA o por las proteasas

gastrointestinales.

Con el objetivo de investigar si el péptido LHLPLP, era un verdadero inhibidor o un
sustrato de la ECA, el péptido se incubd con la enzima y la mezcla se analizé por RP-
HPLC-MS/MS. Como muestran los cromatogramas de RP-HPLC del péptido antes y
después de la incubacion con la ECA (Figura 26A ), el péptido no se hidrolizaba por la
enzima, por lo que de acuerdo con Fujita y colaboradores, podria considerarse un
inhibidor verdadero de la enzima. Otros péptidos inhibidores de la ECA también han
mostrado ser verdaderos inhibidores de la enzima, como por ejemplo varios péptidos
aislados a partir de queso Manchego (Gémez-Ruiz y col., 2004a). Por el contrario, un
péptido inhibidor de la ECA con secuencia GFHGTHGLHGF aislado a partir de musculo
de pollo se hidroliz6 en un porcentaje del 10% en presencia de la ECA y la actividad
IECA de la solucién del péptido después de la incubacién con la enzima fue menor que

la actividad IECA del péptido sin hidrolizar (Saiga y col., 2006).

Se investigd acerca del tipo de inhibicién del LHLPLP. Para ello se realizaron dos
experimentos a dos concentraciones diferentes de péptido y utilizando distintas
concentraciones de sustrato, segun se describe en el apartado 10 de materiales y
métodos. La determinacion de la cinética de inhibicion se realizé a través de la
representacion de Lineweaver-Burk, representando la inversa de la concentracion de
sustrato frente a la inversa de la absorbancia a 228 nm producida por el &cido hipdurico.

(Figura 26B ). Como se puede ver en la representacion de Lineweaver-burk las rectas
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sin inhibidor y con inhibidor a 2 concentraciones distintas presentan un punto de
interseccion comun en el eje y, lo que significa que el LHLPLP es un inhibidor
competitivo de la ECA. Es decir, se une competitivamente al centro activo de la ECA y
se observa una disminucion en el porcentaje de inhibicibn a medida que aumenta la
concentracion del sustrato. La mayoria de péptidos inhibidores de la ECA identificados
hasta el momento en proteinas alimentarias son inhibidores competitivos (Choi y col.,
2001; Wu y col., 2002; Gémez-Ruiz y col., 2004a), aunque también nos encontramos
con ejemplos de péptidos con actividad IECA idenficados en alimentos que presentan
una cinética de inhibicion no-competitiva (Nakagomi y col., 1998; Saiga y col. 2006). En
conclusién, el péptido LHLPLP se comporta como un verdadero inhibidor de la ECA y

presenta un tipo de inhibicidbn competitiva.
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Figure 26. (A) Cromatograma de RP-HPLC del LHLPLP tras la incubacion con la ECA (B)
Representacion de Lineweaver Burk de la actividad IECA en presencia del LHLPLP. Control ( ¢ ), péptido
a 0,04 mg/ml (m ) y péptido a 0,08 mg/ml (A ). Las representaciones de Lineweaver Burk plots a varias
concentraciones de péptido son lineales y tienen un punto de interseccién comun en el eje y, lo que

indica un tipo de inhibicion competitiva.
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2.6. Estudios de relacion estructura/actividad IECA del péptido LHLPLP

Con el objetivo de estudiar la relacién que existe entre la actividad y la naturaleza
de los tres udltimos aminoacidos del extremo C-terminal del péptido LHLPLP, se
sintetizaron varios péptidos similares al LHLPLP con sustituciones en los aminoacidos
de la antependltima, penultima y ultima posicion, y se determind su actividad IECA
expresandola con el valor del ICsp (concentracion de péptido necesaria para inhibir el
50% de la actividad original de la ECA) (Tabla 16). La relacion entre la actividad y la
estructura de diferentes péptidos inhibidores de la ECA indica que la unién con la
enzima esta fuertemente determinada por la secuencia tripeptidica C-terminal del

sustrato (Cushman y Col., 1973).

Tabla 16. Actividad IECA de los péptidos sintéticos correspondientes a modificaciones en la estructura

del péptido LHLPLP (los amino&cidos sustituidos se encuentran en negrita).

Péptido sintético IC 50 (UM)*®
LHLPLP 55
LHLPLL 4,6
LHLPLR 1,0
LHLPAP 8,9
LHLPYP 4,3
LHLPGP 2,4
LHLYLP 15,7
LHLWLP 18,4

?1Cso: concentracion necesaria de péptido para inhibir el 50% de actuacién de la ECA.

Para investigar la importancia del aminoacido C-terminal en la actividad IECA, se
sintetizaron dos péptidos: el péptido LHLPLL donde la Pro se reemplazé por el
aminoacido hidrofébico Leu, y el péptido LHLPLR donde la Pro se sustituyé por un
aminoécido cargado positivamente. La actividad del LHLPLL (ICso = 5,8 pM) fue similar

a la encontrada para el péptido original (ICsp = 5,8 uM). ElI aminoacido Pro como
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residuo C-terminal ha demostrado aumentar la afinidad de los péptidos por la ECA
(Cheung y col., 1980), sin embargo, la presencia de otro aminoécido hidrofébico como
es la Leu parece no afectar a la actividad final. Otros autores también han
documentado que la presencia de un residuo de Leu en la posiciébn C-terminal es
favorable para la inhibicién de la ECA (Gdmez-Ruiz y col., 2004; Cheung y col., 1979).
La actividad del péptido sintético LHLPLR con un ICso de 0,9 uM fue 5 veces mas
potente que la actividad del LHLPLP. Los datos sobre la relacion estructura/actividad
de los péptidos inhibidores de la ECA sugieren que una carga positiva en el extremo C-
terminal bien debida a el grupo guanidino o €-amino de las cadenas laterales de los
aminoacidos arginina o lisina, respectivamente, contribuyen sustancialmente a la

potencia inhibitoria (FitzGerald y Meisel, 2000).

El residuo de Leu de la pendltima posicion de la secuencia LHLPLP se sustituyé
por Ala, Gly o Tyr. La capacidad inhibitoria del péptido LHLPAP con un ICso de 7,2 uM,
fue similar a la encontrada para el LHLPLP. Otros autores han demostrado que la
sustitucion de la secuencia Pro-Pro en el extremo C-terminal por la secuencia Ala-Pro
en el potente inhibidor de la ECA EWPRPQIPP procedente de veneno de serpiente
aumenta la afinidad de este nonapéptido por la ECA (Cushman y col.,1973). De hecho,
el captopril (D-3-mercapto-3-methylpropanoyl-L-proline), un farmaco inhibidor de la
ECA de uso comun en el tratamiento de al hipertension, es un analogo del dipéptido
Ala-Pro y posee un ICsy de 0,006 pM (Mullally y col., 1996). De la misma forma, la
actividad del péptido LHLPYP ICso de 5,2 uM no aumentd con respecto a la actividad
del LHLPLP. Kohmura y col.,, (1989), encontraron varios péptidos con una alta
capacidad inhibitoria de la ECA con el dipéptido Tyr-Pro en el extremo C-terminal,
algunos de ellos con valores de ICsy por debajo de 5 pM. EIl péptido LHLPGP con un
ICs0 de 2,3 UM presentd una capacidad inhibitoria dos veces mayor que el LHLPLP.
Minervini y col., (2003) encontraron una mezcla de péptidos con la secuencia C-
terminal PGP en una fraccion con actividad IECA obtenida a partir de un hidrolizado de
caseinato sodico de cerdo con una proteinasa de Lactobacillus helveticus PR4
(Minervini y col., 2003). Por lo tanto, la actividad IECA del péptido LHLPLP no varié con
la sustitucion del amino&cido Leu en pendultima posicion por los aminoacidos Ala y Tyr,
sin embargo, cuando se sustituyd por Gly aumentd dos veces la actividad de dicha

secuencia.
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Para comparar como afecta la presencia de aminoacidos aromaticos o de Pro en la
antepenultima posicion, se sintetizaron los péptidos LHLYLP y LHLWLP donde la Pro
se sustituy6 por Tyr y Trp. Estas secuencias presentaron valores de ICso de 17,2y 17,3
UM respectivamente, lo que significa una capacidad IECA 3 veces menor que la que
presentd la secuencia LHLPLP. La presencia de Pro como residuo en antependitima
posicion parece aumentar la afinidad de los péptidos por la ECA (Stevens y col., 1972;
Rohrbach y col., 1981), aunque, se habia descrito que un aminoacido aromatico en
esta posicién también parece afectar positivamente a la capacidad inhibitoria de los

péptidos.

En resumen, las modificaciones llevadas a cabo en la secuencia LHLPLP muestran
gue la sustitucion de la Leu en penultima posicion por Gly, y la sustitucion de Pro en la
posicion C-terminal por Arg, puede aumentar 2 y 5 veces la actividad IECA in vitro de la
secuencia LHLPLP.
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2.7. Obtencion del peéptido antihipertensivo LHLPLP mediante hidrolisis

enzimética

El objetivo de esta parte del trabajo era llevar a cabo un estudio preliminar para la
obtencion del péptido LHLPLP o del péptido HLPLP mediante hidrélisis enzimética, de
manera que este hidrolizado pudiera emplearse para elaborar un nuevo ingrediente
funcional. La produccion de estos péptidos mediante hidrolisis es de gran interés
puesto que son secuencias con probada actividad IECA y antihipertensiva. La
utilizacion de enzimas seria una alternativa a la utilizacion de Enterococcus faecalis
para la produccion del péptido LHLPLP por fermentacion, ya que su uso en alimentos
es todavia un motivo de controversia debido a su posible potencial patogénico como
consecuencia de la presencia de uno o mas factores de virulencia (Franz y col., 1999;
2001). Para la obtencién de los péptidos LHLPLP o HLPLP mediante hidrodlisis
enziméatica, se ha estudiado la utilizacién de distintas enzimas y distintos sustratos y se
ha realizado un disefio experimental para determinar la condiciones Optimas del

proceso de hidrolisis y obtener la maxima cantidad del péptido.

Con el fin de hallar una enzima cuya especificidad permitiera la obtencién del
péptido HLPLP con probada actividad IECA y antihipertensiva, se obtuvieron
hidrolizados a distintos tiempos durante 24 horas (0, 0,5, 1, 2, 3, 5 y 24 horas) de
caseinato sddico con distintas enzimas de origen digestivo: pepsina, quimiotripsina,
Pancreatina 4XNF-P211P y Corolasa PP®; los dos Ultimos son dos preparados
enzimaticos en polvo que proceden de pancreas de cerdo, y ademas de tripsina y
guimiotripsina contienen diferentes actividades aminopeptidasa y carboxipeptidasa.
Los hidrolizados se analizaron por RP-HPLC-MS/MS mediante la extraccion de los
iones moleculares correspondientes a los péptidos LHLPLP y HLPLP. Mediante la
hidrélisis con Pancreatina 4XNF-P211P y Corolasa PP® se obtuvo el péptido HLPLP
gue aparece tras una hora de hidrdlisis y su concentracion aumenta hasta las 24 horas,
ademas en ambos casos se obtenia el péptido HLPLPL. A modo de ejemplo la Figura
27A muestra el cromatograma del hidrolizado de caseinato sédico con corolasa PP
durante 24 horas y la Figura 27B muestra la extraccion de los iones con m/z 576,3 y
689,4, correspondientes a los péptidos HLPLP y HLPLP, respectivamente. La
concentracion de HLPLP en los hidrolizados de 24 horas de Pancreatina 4XNF-P211P
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y Corolasa PP®era practicamente la misma, por lo que se escogi6 la Corolasa PP®
como enzima para la optimizacion del método de obtencion del hidrolizado. En los
hidrolizados con pepsina y quimiotripsina no se obtuvieron ninguno de los péptidos de
interés. Otros péptidos antihipertensivos, en concreto el IPP y el VPP, producidos por
fermentacién con Lactobacillus helveticus y Saccharomyces cerevisiae, también se han
obtenido por hidrélisis con una enzima de Aspergillus Oryzae (Matsuura y col., 2005).
La compaifiia Calpis Co., comercializa la leche fermentada con Lactobacillus helveticus
y Saccharomyces cerevisiae y el hidrolizado de caseinas con Aspergillus oryzae con el

nombre de AmealPeptide®.
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Figura 27. (A) Analisis mediante RP-HPLC con detertor de ultravioleta a 214 nm del hidrolizado de
caseinato sédico con Corolasa PP a las 24 horas (B) Extraccion de los iones moleculares
correpondientes a los péptidos HLPLP con m/z 576,3 y al péptido HLPLPL con m/z 576,3.

Una vez elegida la enzima para llevar a cabo la hidrdlisis, se realizé un estudio con 4
sustratos diferentes: dos caseinatos soédicos (Induxtra y Sodial), un caseinato calcico
(Sodial) y un producto Promilk 852, para determinar el porcentaje de -caseina que es
la proteina precursora del péptido HLPLP. Para ello, se llevo a cabo un analisis de las
caseinas por RP-HPLC de las 4 muestras seleccinadas siguiendo el método
desarrollado por Visser y col., (1991). En la Figura 28 se muestra el cromatograma del

caseinato sodico (Sodial) donde aparecen identificadas las distintas caseinas. El
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porcentaje de [B-caseina se muestra en la Tabla 17. Este porcentaje se calculo

mediante la cuantificacion del area de los distintos picos cromatogréaficos
correspondientes a las distintas caseinas. Como se puede observar en la Tabla 17 los
caseinatos sodicos presentaron un porcentaje de [-caseina similar e inferior al
porcentaje que presentaron el caseinato calcico y al producto promilk 852. Se eligio por

tanto el caseinato calcico como sustrato para llevar a cabo la hidrélisis.
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Figura 28. Andlisis de caseinas mediante RP-HPLC con detdetadtravioleta a 214 nm del caseinato sédico

(Sodial) mediante el método de Visser y col., (3991

Tabla 17.Porcentaje dB-caseina en diferentes muestras de caseinato.

% B-caseina

Caseinato sddico (Induxtra) 48,94
Caseinato sodico (Sodial) 47,07
Caseinato calcico (Sodial) 59,88
Promilk 852 57,04

151



Resultados y Discusion

Con el objetivo de optimizar la produccion del péptido HLPLP se realizé un disefio
experimental cubico centrado en las caras segun se describe en el apartado 13 de
materiales y métodos. Los factores que se estudiaron fueron el tiempo de hidrdlisis, la
concentraciéon de Corolasa PP®, y ademéas se analizé el empleo de una peptidasa de
origen fangico en combinacién con la Corolasa PP®. La peptidasa (Peptidasa 433P-
P433P) producia la hidrdlisis de los aminoacidos de los extremos N-terminal y C-
terminal de una cadena de aminodacidos. Se pretendia ver si esta peptidasa fuera capaz
de hidrdlizar el péptido HLPLPL liberando la Leu y produciéndose de esta manera una
mayor concentracion de HLPLP. La variable respuesta seleccionada fue Ila
concentracion del péptido HLPLP expresada como el area del pico correspondiente a la
extraccion del i6n precursor del péptido y de sus aductos de sodio y de potasio
obtenida mediante el analisis por RP-HPLC-MS/MS. La Tabla 18 muestra la matriz del
disefio con los niveles experimentales de la variables independientes (factores) y los
valores obtenidos para la variable respuesta analizada. Los experimentos se realizaron

de manera aleatoria.

Tabla 18. Matriz del disefio experimental

N° Exp. Corolasa PP® (mg/g proteina) Peptidasa 433P-P433P Tiempo | Concentracion de HLPLP*
(mg/g proteina)

1 20 0 4 3.05967e+007
2 60 0 4 8.31129e+007
3 20 20 4 3.73433e+007
4 60 20 4 4.56472e+007
5 20 0 24 1.01147e+008
6 60 0 24 1.61545e+008
7 20 20 24 0

8 60 20 24 0

9 20 10 14 3.86066e+007
10 60 10 14 3.83772e+007
11 40 0 14 1.36806e+008
12 40 20 14 4.57305e+006
13 40 10 4 4.51997e+007
14 40 10 24 7.45128e+006
15 40 10 14 3.79221e+007
16 40 10 14 3.77705e+007
17 40 10 14 3.58599e+007
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* Concentracion del péptido HLPLP expresada como el area del pico correspondiente a la extraccion
del i6n precursor del péptido HLPLP con m/z 576,3 y de sus aductos de sodio y de potasio 598,3,
614,3 y 620,3 obtenida mediante el analisis de las muestras por RP-HPLC-MS/MS.

Los resultados obtenidos para la variable respuesta se sometieron a un andlisis
estadistico. En la Figura 29 representa los coeficientes de regresion estandarizados de
cada uno de los términos del modelo con sus intervalos de confianza al 90% (p=0,10),
que dan una idea relativa de la importancia de cada uno de ellos. El R? fue 0,912 y el
RSD 20621766.
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Figura 29 . Diagrama de barras con los coeficientes de regresioén de los términos del modelo y sus
correspondientes intervalos de confianza.

A partir de la Figura 29 se pone de manifiesto que los términos AA, At y tt pueden
ser excluidos del modelo. Recalculando el modelo sin estos términos se obtienen los

resultados que se muestran en la Tabla 19.
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Tabla 19. Coeficientes de regresion estimados para los términos del modelo y

valores estadisticos para juzgar la bondad del ajuste.

Término 34455320.00 7011025.50 0.00
A 12098898.00 5865844.50 0.07
B -42564396.00 5865844.00 0.00
t 2824371.75 5865843.50 0.64
B*B 25621786.00 9141258.00 0.02
A*B -13076319.00 6558213.50 0.07
B*t -28996642.00 6558212.00 0.00
R? 0.898

RSD 18549430

En la tabla se puede observar la probabilidad con la significaciébn estadistica del
coeficiente asociado con cada factor. El coeficiente de regresion del término lineal para
el factor t no es estadisticamente significativo p>0,10, sin embargo el programa Modde
5 no permite eliminar este término dado que la interaccién Bt si es significativa lo que

hizo que este término se mantuviera.

La Figura 30 muestra las curvas de nivel respuesta obtenidas mediante el modelo
calculado en funcion de los factores B (Peptidasa 433P-P433P) y t (tiempo) para los 3
valores de A (Corolasa PP®; 20, 40 y 60 mg/g proteina). En la figura se puede observar
que el mayor valor para la concentracién de péptido HLPLP se obtiene con valores
altos de enzima Corolasa PP® y de tiempo, y con valores bajos de enzima Peptidasa
433P-P433P. Con el modelo calculado el programa facilita el Las condiciones Gptimas
de este disefio experimental para obtener la maxima concentracion de HLPLP que son:
una concentracion de Corolasa PP® de 60 mg/g proteina sin el empleo de la peptidasa
y un tiempo de hidrolisis de 24 horas. Para este punto se obtendria un valor a partir del
modelo de 1,591x10° comparable con el obtenido experimentalmente que fue de 1,615
x108,
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Investigation: ingrediente (MLR)
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Figura 30. Curvas de nivel para la variable respuesta obtenidas mediante el modelo calculado en funcién
de los factores B (Peptidasa 433P-P433P) y t (tiempo) para los 3 valores de A (Corolasa PP®; 20, 40 y
60 mg/g proteina).

De este apartado se concluye que el péptido HLPLP se obtiene mediante la
hidrélisis enzimatica de caseinato con Corolasa PP®. El disefio experimental mostré
gue las condiciones 6ptimas para obtener la maxima concentracion de péptido se
consiguen mediante el empleo de una concentracion de Corolasa PP® de 60 mg/g

proteina hidrolizando durante un tiempo de 24 horas.
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3. ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD IECA Y ANTIOXIDANTE EN L ECHES HUMANAS Y
FORMULAS INFANTILES SOMETIDAS A UNA SIMULACION GAST ROINTESTINAL

Se sabe que algunas de las proteinas de la leche humana poseen distintas
actividades fisiologicas, sin embargo existe muy poca informacion acerca de la
degradacion de estas proteinas una vez son ingeridas. La digestion puede afectar a las
proteinas biolégicamente activas produciendo modificaciones en su actividad biologica,
o liberando fragmentos que pueden presentar, o no, nuevas propiedades bioactivas. En
este apartado se ha investigado como afecta la digestion a las proteinas que contiene
la leche humana mediante un proceso secuencial de hidrélisis con pepsina y
pancreatina. El perfil peptidico resultante de la digestion se ha comparado con el
obtenido tras la digestion de varias formulas infantiles. El estudio se ha centrado en la
produccion de secuencias biolégicamente activas o precursores de las mismas.
Finalmente se ha evaluado la contribucion de ciertas secuencias a las actividades IECA

y antioxidante halladas en las leches humanas digeridas.

Identificacion de péptidos en leche humana hidroliz ada con pepsina y
pancreatina

Mediante ultrafiltracion se obtuvo el permeado de 3000 Da del extracto soluble en
agua de la leche humana antes y después de la digestion, y se sometié a un analisis
por RP-HPLC-MS/MS. La Figura 31A muestra los cromatogramas de los permeados
procedentes de la muestra de leche humana HM-7 antes y después de la hidrdlisis. El
cromatograma del permeado correspondiente a la leche sin digerir mostraba un escaso
contenido en péptidos y la intensidad de la corriente total de iones que se obtuvo en el
espectrometro de masas era tan baja que no permitia llevar a cabo la identificacion.
Recientemente, Ferranti y col., (2004) han identificado varios péptidos en la fraccion
soluble de varias leches humanas recogidas en la primera semana después del parto
tratadas con un 10% de tricloroacético. Para obtener sufiente cantidad muestra y poder
llevar a cabo la identifcacion, estos autores realizaron un analisis por espectrometria de

masas después de concentrar la fraccion soluble en tricloroacético.
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Figura 31. (A) Cromatogramas de RP-HPLC del permeado obtenido por ultrafiltracion del extracto soluble en agua la leche humana HM-7 antes y
después de la digestién con pepsina y pancreatina. (B) Espectro de masas del pico cromatogréafico marcado en la Figura 31A . (C) Espectro de MS/MS
del ibn m/z 655,4. Este espectro se asigné al fragmento 155-160 de la B-caseina. La secuencia de este péptido se encuentra sefialada con los fragmentos
observados en el espectro. Para mayor claridad sélo se han etiquetado los iones tipo b y tipo y.
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Después de la digestion de la leche humana se observé un aumento en el
contenido de péptidos (Tabla 20). Los analisis del resto de muestras de leche humana
después de su hidrélisis con pepsina y pancreatina, mostré un patrén peptidico similar.
Como ejemplo, la Figura 31A muestra el perfil cromatografico de una leche humana
hidrolizada que corresponde a la semana 16 después del parto. Se consideraron un
total de 23 picos cromatograficos para su secuenciacién por espectrometria de MS/MS.
El espectro de masas correspondiente al mayor pico cromatografico se muestra en la
Figura 31B. El espectro de fragmentacion presenta dos fragmentos de mayor
intensidad con m/z 469,2 y m/z 244,0 que fueron identificados como iones tipo y
resultantes de la ruptura del enlace N-terminal adyacente a Pro (Figura 31C). La
presencia de Val como residuo adyacente a Pro y la presencia de Lys en posicion C-
terminal favorece aparicion de iones tipo y (Biemann, 1992; Breci y col.,, 2003).
Siguiendo esta estrategia se identificaron la mayoria de los péptidos del permeado de
la leche hidrolizada (Tabla 20). De los 23 péptidos identificados , 21 correspondian a
fragmentos de la B-caseina y dos péptidos derivaban de la a-lactoalbumina. Se sabe
gue la B-caseina y la a-lactoalbumina son las proteinas mas abundantes en la leche
humana (Chtourou y col.,1985; Forsum, 1976). Ambas proteinas son ademas
parcialmente susceptibles a las enzimas gastricas. Sin embargo, existen proteinas en
la leche humana tales como las inmunoglobulinas, IgA secretora, heteromeros de as;-
caseina, y componente secretor, que son particularmente resistentes a la proteolisis,
incluso a pH 2.0 (Chatterton y col., 2004). Por lo tanto, es nomal que los péptidos
identificados deriven de la B-caseina y la a-lactoalbumina. Varios de los péptidos
identificados que proceden de la p-caseina son fragmentos del extremo C-terminal de
esta proteina (Tabla 20). Recientemente, se ha demostrado que esta zona de esta

proteina es mas susceptible a la hidrdlisis (Ferranti y col., 2004).

Se estudio la presencia de los péptidos identificados en el permeado de la leche
humana HM-7 en el resto de muestras de leches humanas hidrolizadas. Para ello se
utilizaron los analisis por RP-HPLC-MS/MS de los permeados de estas muestras y se
realizé la extraccion de los iones caracteristicos correspondientes a cada péptido.
Todos los péptidos identificados en la Tabla 20 pudieron detectarse en los permeados
de todas las leches humanas analizadas. Estos resultados muestran que el periodo de

lactacion no parece influir en el perfil peptidico obtenido tras la hidrélisis con pepsina y

158



Resultados y Discusion

pancreatina. Por consiguiente, la hidrélisis gastrointestinal de la leche humana HM-7
hidrolizada podria considerarse respresentativa de la hidrdlisis gastrointestinal de leche
humana y se utilizO para realizar los siguientes estudios sobre las actividades

bioldgicas.

Tabla 20. Péptidos identificados por RP-HPLC-MS/MS en el permeado obtenido por ultrafiltracion de la

leche humana HM-7 hidrolizada con pepsina y pancreatina.

Pico Masa Masa .
N°&, Experimental (Da) Calculada (Da) Fragmento Secuencia
a 1 n.i. n.i. n.i. n.i.

2 630,4 630,37 B-CN f(19-23) QKVEK

3 n.i. n.i. n.i. n.i.

4 654,4 654,37 [3-CN f(155-160) SVPQPK
542,3 542,31 B-CN f(85-89) EVPKA

5 479,3 479,25 B-CN f(206-209) HNPI

6 595,3 595,33 B-CN f(68-73) PLAQPA

7 384,2 384,24 B-CN f(175-178) AVPV

8 602,4 602,31 B-CN f(84-88) MEVPK

9 556,3 556,32 [3-CN f(188-192) LLNPT

10 4442 444,24 B-CN f(99-102) VMPV

11 575,3 575,34 B-CN f(125-129) HLPLP

12 829,4 829,43 B-CN f(167-173) QVVPYPQ

13 755,4 755,40 B-CN f(193-198) HQIYPV

14 503,2 503,24 B-CN f(170-173) PYPQ

15 840,4 840,45 B-CN f(154-160) WSVPQPK
600,4 600,38 a-La f(95-99) ILDIK

16 665,4 665,41 B-CN f(161-166) VLPIPQ

17 660,4 660,35 B-CN f(105-110) SPTIPF

18 538,2 538,28 [3-CN f(50-53) IYPF

19 901,5 901,53 B-CN f(103-110) LKSPTIPF

20 568,3 568,36 B-CN f(65-69) NILPL

21 1089,5 1089,64 B-CN f(74-83) VVLPVPQPEI

22 688,4 688,43 B-CN f(125-130) HLPLPL

23 768.,5 768,44 o-La f(19-26) GGIALPEL

Numero correspondiente al pico de la Figura 31A

b

n. i., no identificado
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Actividades biologicas de los péptidos sintéticos

Se calcul6 la actividad IECA del extracto soluble en agua y del permeado obtenido
mediante ultrafiltracion de la leche HM-7 hidrolizada y se expresé mediante el valor del
ICs0 obteniéndos un valor de ICso de 276,2 pg/mL para el extracto soluble en agua y de
240,1 ug/mL para el permeado, respectivamente (en la Tabla 22 se muestra el valor de
ICso del permeado). Cabe destacar, que el permeado exhibia una actividad muy

parecida al extracto soluble en agua total.

La actividad antioxidante del permeado se determind por con el ensayo del radical
catiénico ABTS". Este método permite calcular la actividad neutralizadora de un radical
libre previamente formado comparandolo con una sustancia estandar antioxidante. El
valor del TEAC (trolox equivalent antioxidant capacity) obtenido es de 0,47 pmol

equivalentes Trolox/ug proteina (Tabla 22).

Atendiendo a su secuencia de aminoécidos, 11 de los 23 péptidos identificados en
el permeado fueron sintetizados quimicamente. Estos péptidos se seleccionaron
atendiendo a unos serie de requisitos estructurales, tales como la hidrofobicidad del
tripéptido del extremo C-terminal que es importante para la actividad IECA (Cheung y
col., 1980) y la presencia de Trp y Tyr que son dos aminoacidos importantes para la
actividad antioxidante (Hernandez-Ledesma y col., 2005). La actividad IECA vy
antioxidante de los péptidos sintéticos se muestra en la Tabla 21. Sdélo 4 de los
péptidos sintetizados mostrd actividad IECA con valores de ICso menores a 420 uM. El
fragmento 125-129 de la B-caseina, que correspondia a la secuencia HLPLP, fue el
péptido que present6 una actividad IECA mas potente con un valor de ICso de 21 uM.
Cada vez existen mas evidencias de la influencia que tiene la alimentacion con leche
materna en los niveles de presiéon sanguinea durante la infancia y en la edad adulta
(Martin y col., 2004, 2005; Wilson y col., 1998; Singhal A y col., 2001 Lancet). Para
explicar este efecto se han propuesto distintos mecanismos, incluyendo una reduccion
en la ingesta de sodio, el aumento de ingesta de acidos grasos poliinsaturados de
cadena larga y la proteccién frente a la hiperinsulinemia en edades tempranas (Hofman
y col., 1983; Forsyth y col., 2003; Lucas y col., 1983). Los resultados aqui presentados

demuestran que el péptido HLPLP se produce en condiciones de simulacion
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gastrointestinal de la leche humana. Este péptido presenta actividad IECA y su efecto
antihipertensivo in vivo se ha comprobado mediante experimentos llevados a cabo con
SHR por el grupo de la Dra. Aleixandre en el Instituto de Farmacologia y Toxicologia
del CSIC. El hecho de que recientemente el HLPLP se haya podido detectar en plasma
humano (Van Platerink y col., 2006), junto con los resultados obtenidos en esta tesis
gue muestran que existe un flujo transepitial del péptido mediado por difusion
paracelular, podria indicar una posible funcion in vivo de esta secuencia para el
tratamiento o la prevencidén de la hipertensidén. Sin embargo, seria necesario realizar
mas estudios para poder determinar si realmente el péptido HLPLP es responsable en
parte de los beneficios que se han documentado sobre el papel que ejerce la
alimentacion con leche materna en al reduccion de la presion arterial. Asimismo, cabe
destacar que este fragmento podria ser la forma activa del péptido LHLPLP producido
mediante fermentacién con distintas cepas de E. faecalis y que presenta efecto
antihipertensivo en SHR (Quirés y col., 2006).

Con respecto a la actividad antioxidante, uno de los 11 péptidos sintetizados con
secuencia WSVPQPK mostr6 una importante actividad neutralizante del radical ABTS”
(valor del TEAC 1,297 umol equivalentes de Trolox/ umol de péptido, Tabla 21). De los
péptidos identificados en el permeado de la leche humana sélo 4 contenian Tyr en su
secuencia y presentaban una actividad antioxidante moderada, con valores de TEAC
comprendidos entre 0,309 y 0,931 umol equivalentes de Trolox/umol de péptido. La
presencia de los aminoacidos Tyr y Trp podria ser la causa de esta actividad. Trabajos
previos (Davalos y col., 2004; Hernandez-Ledesma y col., 2005), y algunos resultados
preliminares obtenidos en nuestro laboratorio con péptidos sintéticos muestran la
capacidad del grupo fenol e indol del Trp y la Tyr como donadores de hidrégeno siendo
asi responsables de la actividad neutralizante de radicales libres que muestran estos

aminodacidos.
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Tabla 21. Actividad IECA (expresada como ICsg) y actividad neutralizante del radical ABTS? (expresada

con el valor TEACb) de los péptidos sintéticos.

ICs0° ICs0° Valor del TEAC

Fragmento Secuencia ) )
(UM) (ug/mL)  (umol equiv. Trolox/pmol peptido)

B-CN f(155-160) SVPQPK  >1000 >655,0 <0,1

B-CN f(85-89) EVPKA 324,77 176,13 <0,1

B-CN f(68-73) PLAQPA  940,0 559,61 <0,

B-CN f(188-192) LLNPT >1000 >557,0 <0,1

B-CN f(125-129) HLPLP 21 12,08 <0,1

B-CN f(167-173) QVVPYPQ >1000 >830,0 0.931

B-CN f(193-198) HQIYPV 414,0 312,74 0,416

B-CN f(170-173) PYPQ >1000 >504,0 0,323

B-CN f(154-160) WSVPQPK 667,96 561,39 1,297

B-CN f(161-166) VLPIPQ >1000 >666,0 <0,1

B-CN f(50-53) IYPF >1000 >539,0 0,309

% Sal diaménica 2,2 -azinobis [4cido 3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic]

b Capacidad antioxidante equivalente al Trolox.

¢ Concentracion de proteina necesaria para inhibir el 50% de la actividad de la ECA.
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Identificacion de péptidos procedentes de formulas infantiles hidrolizadas con

pepsina y pancreatina

Tras la hidrélisis de las formula infantiles con pepsina y pancreatina se obtuvieron
los permeados de las formulas infantiles hidrolizadas mediante ultrafiltracion a través
de una membrana de 3000 Da y se determiné su actividad IECA y neutralizadora del
radical ABTS". La concentracion de proteina y los valores de ICso y de TEAC de los
permeados procedentes de la ultrafiltracion de las formulas infantiles y de la leche

humana hidrolizada se encuentran reflejados en la Tabla 22.

Tabla 22. Concentracion de proteina, actividad IECA (expresada como ICsg) y actividad neutralizadora
del radical ABTS? (expresada con el valor del TEACb) del permeado obtenido por ultrafiltracion de la

leche humana HM-7 y de las férmulas infantiles después de la digestion con pepsina y pancreatina.

Proteina ICso° TEAC
Muestra

(mg/mL) (1g proteina/mL) (umol Trolox equivs/umol peptide)
HM-7 4,229 240,10 0,465
IF-1 7,069 93,05 0,297
IF-2 8,106 40,35 0,198
IF-3 5,026 114,23 0,293
IF-4 3,933 122,03 0,693
IF-5 5,727 60,11 1,706
IF-6 3,358 198,11 0,351
IF-7 5,487 109,96 0,315
IF-8 3,604 184,61 0,671

# Sal diaménica 2,2 -azinobis [acido 3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic]
b Capacidad antioxidante equivalente al Trolox.

¢ Concentracion de proteina necesaria para inhibir el 50% de la actividad de la ECA.

El contenido en proteina de las férmulas infantiles reconstituidas se encontraba
entre 3,358 y 8,106 mg/mL vy los valores del ICsy estaban comprendido entre 40,35 y
198,11 pg proteina/mL. A pesar de que el contenido en proteina del permeado de la
leche humana hidrolizada (4,229 mg/mL) era similar al determinado en el permeado de
las formulas infantiles hidrolizadas, el valor de ICso del permeado de la leche humana

fue ligeramente superior (ICsp 240 pg proteina/mL). La mayor actividad IECA se
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encontro en las formulas infantiles hidrolizadas IF-1 y IF-5, con valores de ICso de 40,35
y 60,11 pg proteina/mL respectivamente. Estas muestras corresponden a formulas
infantiles preparadas con proteinas de leche hidrolizadas. Los valores de ICso
obtenidos muestran que estas férmulas podrian ser por tanto una buena fuente de

péptidos con actividad IECA.

Con respecto a la actividad antioxidante, la mayoria de las férmulas analizadas
mostroé una baja o moderada actividad neutralizante de radicales, con valores de TEAC
comprendidos entre 0,198 y 0,693 umol equivalentes de Trolox/mg de proteina (Tabla
22). Esta actividad fue similar a la encontrada en la leche humana digerida (0,47 pmol
equivalentes de Trolox/mg de proteina. Solamente el permeado de la formula infantil
hidrolizada IF-5 mostré una potente actividad neutralizadora del radical ABTS" (valor de
TEAC 1,706 umol equivalentes de Trolox/mg de proteina). La muestra IF-5 hidrolizada
presentd una alta capacidad IECA y antioxidante por lo que fue elegida para llevar a
cabo la identificacion de los péptidos contenidos en el permeado procedente de la
ultrafiltraciébn. Se consideraron un total de 26 picos y se pudieron identificar 25
fragmentos, de los cuales 8 pertenecian a la B-caseina, 8 a la ag;-caseina, 4 a la k-
caseina y 4 a la B-lactoglobulina (Tabla 23). Cuatro de las masas detectadas por
masas y sus correspondientes espectros de fragmentacién no pudieron asignarse a
ningan péptido procedente de la hidrélisis de las proteinas lacteas. S6lo uno de los
péptidos identificados en la formula infantil digerida IF-5 se detectd también en las
leches humanas hidrolizadas con pepsina y pancreatina. Este péptido correspondia al
fragmento 125-130 de la B-caseina humana y al fragmento 134-139 de la B-caseina
bovina, y su secuencia era HLPLPL. Los resultados previamente obtenidos para el
péptido LHLPLPL identificado en las leches fermentadas con E. faecalis mostraron que
este péptido presentaba una actividad IECA 82 veces menor que el LHLPLP (Quirés y
col., 2006). Por lo tanto, se estimo6 que el péptido HLPLPL podria exhibir una actividad
IECA mucho menor que el péptido HLPLP y por esa razon no se incluyo en el grupo de
péptidos a sintetizar. La concentracion de los péptidos HLPLP y HLPLPL en la
muestras hidrolizadas de leche humana y en la férmula infantil IF-5 se estimo con el
area del pico correspondiente a la extraccion de los iones correspondientes a estos
péptidos y mediante la utilizacibn de una recta de calibracion externa del péptido
sintético HLPLP. En la leche humana hidrolizada, los péptidos HLPLP y HLPLPL
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aparecieron en concentracion similar, 10 y 9 ug/mL respectivamente, mientras que la
concentracion del péptido HLPLPL en la férmula infantil fue de 20 pg/mL y no se
detect6 el péptido HLPLP. Los otros péptidos identificados en la formula infantil no
fueron detectados en las muestras hidrolizadas de las leches humanas. Esto podria ser
en parte debido a las diferencias en las secuencias aminoacidicas y a la diferente

susceptibilidad a las enzimas de las proteinas lacteas humanas y bovinas.

Varios fragmentos identificados en el hidrolizado de la formula IF-5 (picos n° 11, 12,
17, 23 y 26, en la Tabla 23) eran muy similares o compartian similitud con péptidos
encontrados por Hernandez-Ledesma y col., (2004a) en el permeado obtenido por la
ultrafiltraciéon de varias férmulas infantiles comerciales hidrolizadas con pepsina y
Corolasa PP. Asimismo, algunos de los péptidos idenfificados habian sido descritos
previamente como secuencias con actividad IECA y antioxidante. Como ejemplo, el
fragmento 59-68 de la B-caseina, con secuencia VYPFPGPIPN (pico n°21, en la Tabla
5) ha sido descrito como un potente inhibidor de la ECA, con un valor de ICs tan bajo
como 14,8 uM (Saito y col., 2000). Ademas, este péptido comparte mucha similitud con
la secuencia LVYPFTGPIPN que se ha identificado en kefir de leche de cabra y posee
un ICso de 27,9 uM. Otro péptido con secuencia GPFPIIV (pico n°® 26 en la Tabla 20)
corresponde al fragmento C-terminal de una secuencia con una potente actividad IECA
(valor de IC5p 21 pM) que fue aislada de un hidrolizado de caseinas con una proteinasa
de Lactobacillus helveticus CP790 (Yamamoto y col., 1994). Seis de los 25 péptidos
identificados contenian Tyr en su secuencia (ej. YYVPL y YFYPEL, Tabla 5) y
probablemente estuvieran contribuyendo a la capacidad antioxidante tan alta

encontrada en la formula infantil digerida.
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Tabla 23. Péptidos identificados por RP-HPLC-MS/MS en el permeado obtenido mediante ultrafiltracién

de la formula infantil IF-5 después de la digestion con pepsina y pancreatina (n.i. no identificado, n. d. no

documentado)
N°.  Masa Masa Péptidos ICs® Referencia
Pico Exp. Calc. Fragmento Secuencia inhibidores-ECA  (uM)
(Da) (Da)
1 516,4 517,21 Kk-CN f(2-5) EQNQ
2 493,3 493,30  as;-CN f(4-7) HPIK
3 6454 64532 B-CNf(100-105) EAMAPK
4 445,3 445,25 k-CN f(162-165) VQVT
5 572,4 572,35 B-Lgf(71-75) IIAEK
6 633,4 633,35 0s5:-CN f(104-108) YKVPQ KKYKVPQ 716.9 GOmez-Ruiz et al., 2002
7 n.i. n.i. n.i. n.i.
8 n.i. n.i. n.i. n.i.
9 n.i. n.i. n.i. n.i.
10 673,4 673,34 B-CNf(177-182) AVPYPQ
562,2 56228 p-Lgf(21-26) SLAMAA
11 655,4 655,37 k-CN f(106-111) MAIPPK
12 6274 627,40 p-Lgf(76-81) TKIPAV
13 747,4 747,36 B-CNf(108-113) EMPFPK
14 561,3 561,28 as;-CN f(194-198) TTMPL
15 8044 804,44 B-Lgf(1-7) LIVTQTM
596,4 597,29  k-CN f(15-18) ERFF
16 386,2 386,22 as5:-CN f(168-171) PLGT
17 750,4 750,36 B-CN f(114-119) YPVEPF MPFPKYPVQPF n.r. Saito et al., 2000
18 n.i. n.i. n.i. n.i.
19 6804 680,37 B-Lgf(142-147)  ALPMHI
20 653,4 653,34  ag;-CN f(165-169) YYVPL GAWYYVPL > Yamamoto et al., 1994
551,2 551,37 B-CN f(135-139) LPLPL 1000
21 1099,5 1099,57 PB-CN f(59-68) VYPFPGPIPN VYPFPGPIPN 14.8 Saito et al., 2000
22 830,4 830,39 as:-CN f(144-149) YFYPEL
23 688,5 688,43 B-CN f(134-139) HLPLPL HLPLP 23.6  Kohmuraetal., 1989
24 904,5 904,47  ag;-CN f(24-31) FVAPFPEV
25 961,4 961,49  ag;-CN f(25-33) VAPFPEVFG
26 741,5 741,44  B-CN f(203-209) GPFPIIV LLYQQPVLGP- 21 Yamamoto et al., 1994

VRGPFPIIV
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Como conclusiones de este apartado podemos decir que el perfil peptidico que se
obtuvo tras la hidrdlisis con pepsina y pancreatina de las leches humanas y de las
fomulas infantiles fue bastante diferente. Si los péptidos procedentes de la digestion
gastrointestinal de las proteinas alimentarias juegan un papel especifico como
reguladores metabdlicos o fisioldgicos, parece logico que la actividad biolégica que
exhibe la leche humana y las férmulas infantiles en el recien nacido sea diferente. Este
trabajo es una primera aproximacion al estudio de las actividades biolégicas de la
fraccidbn peptidica obtenida por hidrélisis de la leche humana con pepsina y
pancreatina, y se ha centrado en la actividad IECA y antioxidante. La fraccion peptidica
procedente de la leche humana mostré una moderada actividad IECA comparada con
las actividades encontradas en el permeado de las formulas infantiles. De especial
interés fue el fragmento 125-129 de la B-caseina, HLPLP, encontrado en las leches
humanas hidrolizadas, que presenta una potente actividad IECA y antihipertensiva en
SHR. Los resultados obtenidos en esta tesis muestran que este péptido puede
absorberse en el tracto intestinal y que es resistente a las peptidasas sanguineas,
pudiendo ejercer asi un posible efecto fisioldgico. El fragmento B-caseina (154-160),
WSVPQPK, hallado también en las leches humanas hidrolizadas, que mostré una
potente actividad antioxidante. S6lo uno de los péptidos identificados en las leches
humana hidrolizadas, con secuencia HLPLPL, se detectd también en la formula infantil
hidrolizada. Sin embargo, seria necesario realizar experimentos con animales para
poder concluir si alguna de estas secuencias tiene un papel fisiolégico en la regulacion

de la presién sanguinea.
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CONCLUSIONES

1. En kefir comercial de leche de cabra se han identificado dos nuevos péptidos,
con secuencias PYVRYL y LVYPFTGPIPN, que presentan una potente actividad IECA

con valores de ICso de 2,4 y 27,9 UM, respectivamente.

2. Las leches fermentadas con distintas cepas de Enterococcus faecalis poseen una

alta capacidad IECA y antihipertensa.

3. Los péptidos responsables de la actividad IECA y antihipertensiva de las leches
fermentadas con Enterococcus faecalis son principalmente el fragmento 133-138
(LHLPLP) y el fragmento 58-76 (LVYPFPGPIPNSLPQNIPP) de la B-caseina, los cuales
presentan una alta actividad IECA con valores de ICsp de 54 y 53 uM,

respectivamente. Estos péptidos poseen ademas actividad antihipertensiva.

4. Se ha desarrollado un método rapido y robusto para cuantificar el péptido
antihipertensivo LHLPLP por RP-HPLC-MS/MS en la fraccion soluble de leches
fermentadas. La concentracibn méxima de este péptido producida mediante la
fermentacién con las cepas de E. faecalis CECT 5727 y 5728 se alcanza a las 24 horas

de fermentacion y se encuentra entre 0,15y 0,20 g/L.

5. De los péptidos identificados en la leche fermentada con Enterococcus faecalis
CECT 5727, la secuencia LHLPLP fue resistente a las proteasas gastrointestinales. La
secuencia LVYPFPGPIPNSLPQNIPP fue hidrolizada completamente por las enzimas

digestivas y su actividad IECA disminuya.

6. El péptido LHLPLP es hidrolizado por las peptidasas de las células epiteliales
Caco-2 dando lugar al fragmento HLPLP el cual se transporta a través de la monocapa
de células Caco-2, siendo la difusion pasiva por via paracelular el principal mecanismo
de transporte de este péptido. La secuencia HLPLP presenta una actividad IECA muy
potente y actividad antihipertensiva en animales, por lo que podria ser la forma activa

en el organismo del péptido LHLPLP cuando se admistra a SHR.
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7. EI HLPLP es resistente a las peptidasas plasmaticas humanas durante 4 horas
en las condiciones ensayadas. Sin embargo, ni el LHLPLP ni ninguno de sus
fragmentos incluyendo el HLPLP se han podido encontrar en plasma de rata tras la

administracion del péptido.

8. El péptido LHLPLP se comporta como un verdadero inhibidor de la ECA y
presenta un tipo de inhibicidbn competitiva.

9. La sustitucion de la Leu en pendultima posiciéon por Gly, y la sustituciéon de Pro en
la posicion C-terminal por Arg, en la secuencia LHLPLP aumenté 2 y 5 veces la
actividad IECA.

10. Se ha obtenido el péptido HLPLP mediante hidrolisis enzimatica de un

caseinato con Corolasa PP".

11. En muestras de leche humana sometidas a una simulacion de la digestion
gastrointestinal se han identificado el fragmento 125-129 de la B-caseina, HLPLP, que
presenta una potente actividad IECA con un ICsg de 21 pM y antihipertensiva en SHR, y
el fragmento 154-160 de la B-caseina, WSVPQPK, que muestra una potente actividad
antioxidante con un valor del TEAC de 1,23 pmol equivalentes de Trolox/ pmol de

péptido.
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