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RESUMEN

La hipertension arterial es una enfermedad cronica degenerativa caracterizada por
valores de presion arterial que exceden el rango normal (>130/80 mmHg). Estudios han
demostrado que, a partir de las proteinas lacteas, las bacterias acido lacticas pueden
generar péptidos con capacidad para inhibir a la enzima convertidora de angiotensina
(ECA), responsable del incremento de la presion sanguinea. Sin embargo, la
biodisponibilidad y bioactividad de los péptidos puede aumentar o disminuir debido a las
condiciones del tracto gastrointestinal. Por lo tanto, el objetivo del presente trabajo fue
evaluar la inhibicion de la ECA en leches fermentadas con cepas especificas de
Lactococcus lactis, antes y después de someterlas a un modelo gastrointestinal simulado.
Se fermentaron leches a 24 y 48 h, y se les evalu6 la actividad proteolitica y la actividad
inhibidora de la ECA. Asi mismo, las leches fermentadas fueron sometidas a condiciones
gastrointestinales simuladas y, posteriormente, se determiné la actividad inhibidora de la
ECA. Los resultados mostraron que la actividad proteolitica y la actividad inhibidora de
la ECA de las leches con 48 h de fermentacion fueron significativamente mayores
(p<0.05) que las de leches a 24 h de fermentacion. Sin embargo, después de la digestion
gastrointestinal simulada, los 1Cso de las leches fermentadas B-572, B-599, B-600, la
mezcla M B-571-B-572 (1:1) y Qs a las 24 h, disminuyeron de manera significativa
(p<0.05). La leche fermentada Qs a las 24 h fue la que presenté menor 1Cso de todas las
leches fermentadas sometidas a condiciones gastrointestinales simuladas, por lo que la
liberacion de péptidos con mayor actividad inhibidora de la ECA podria ser favorecida
por el proceso de digestidn gastrointestinal. Por lo anterior, la leche fermentada Qz podria

presentar un mejor potencial efecto antihipertensivo en modelos in vivo.

Palabras clave: ECA, leches fermentadas, Lactococcus lactis, digestion gastrointestinal
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ABSTRACT

Hypertension is a chronic degenerative disease characterized by blood pressure
values that exceeds the normal range (>130/80 mmHg). Studies have shown that lactic
acid bacteria can generate peptides from milk proteins, capable of inhibiting the
angiotensin converting enzyme (ACE), responsible for the increase in blood pressure.
However, the bioavailability and bioactivity of the peptides may increase or decrease due
to the conditions of the gastrointestinal tract. Therefore, the objective of this study was to
evaluate the inhibition of ACE in fermented milk with specific strains of Lactococcus
lactis, before and after submitting them to a simulated gastrointestinal model. Milks were
fermented at 24 and 48 h, and the proteolytic activity and the ACE inhibitory activity were
evaluated. Likewise, the fermented milks were subjected to simulated gastrointestinal
conditions and, subsequently, the ACE inhibitory activity was determined. The results
showed that the proteolytic activity and the ACE inhibitory activity of the milks with 48
h of fermentation were significantly higher (p<0.05) those of the milks at 24 h of
fermentation. However, the 1Cso of the fermented milks B-572, B-599, B-600, the mixture
M B-571-B-572 (1:1) and Qs at 24 h, decreased significantly (p<0.05) after the simulated
gastrointestinal digestion. On the other hand, the ICso of the fermented milks B-571, B-
572 and the mixture M B-571-B572 (1:1) at 48 h were lower (p>0.05) than before
digestion. The fermented milk Qs at 24 h was the one with the lowest ICso of all the
fermented milks at the simulated gastrointestinal conditions, so the release of the acids
with greater ACE inhibitory activity could be favored by the gastrointestinal digestion
process. Therefore, fermented milk with Qs could present a better potential

antihypertensive effect in in vivo models.

Key words: ACE, fermented milk, Lactococcus lactis, gastrointestinal digestion
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1. INTRODUCCION

La hipertension se define como una elevacion cronica de la presion arterial
sistémica por arriba de 130 mmHg de presion sistolica y de 80 mmHg de presion diastolica
(Whelton et al., 2017). Desde el punto de vista clinico, la hipertension es el principal factor
de riesgo desencadenante de enfermedades cardiovasculares a nivel mundial, y afecta
tanto a hombres como a mujeres (OMS, 2013). La enzima convertidora de angiotensina
(ECA) es la responsable del aumento de la presion arterial (Skrbic y Igic, 2009). De
acuerdo a Pereira et al., (2006), aumenta la presion sanguinea al catalizar la conversion
del decapéptido angiotensina I en el octapéptido angiotensina I1. Este Gltimo es un potente
vasoconstrictor, por lo que su inhibicion favorecera una disminucion de la presion arterial

sanguinea.

La hipertension ha sido tratada con diversos medicamentos sintéticos que inhiben a la
ECA. Sin embargo, las desventajas del uso de estos medicamentos es la produccion de
ciertas alteraciones secundarias a corto y largo plazo como tos, perturbacién del gusto y
salpullidos en la piel (Torruco-Uco et al., 2008). Por lo que, en la actualidad, el desarrollo
de alimentos funcionales es una de las estrategias que representan una alternativa en la
prevencion y reduccion de la hipertension arterial y de los efectos negativos en el

organismo (Herrera et al., 2014).

Hoy en dia los alimentos funcionales se consideran, ademas de una fuente de nutrientes,
un recurso importante para obtener compuestos bioactivos, entre ellos los péptidos
bioactivos, a partir de las proteinas (Gonzalez-Cérdova et al., 2011). Los péptidos son
secuencias de 3 a 20 aminoacidos, que ejercen determinadas actividades bioldgicas tras
su liberacion de la proteina precursora (Alvarado y Guerra, 2010; Mulero-Canovas et al,
2011). Diversos estudios sugieren que el consumo de leche y productos lacteos esta
inversamente relacionado con el riesgo de padecer hipertension, donde se ha demostrado
que algunas leches fermentadas contienen péptidos inhibidores de la ECA que se producen

gracias al sistema proteolitico de las bacterias acido lacticas (BAL), y en casos particulares
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por la adicion de enzimas digestivas (Rokka et al., 1997; Leclerc et al., 2002; Fuglsang et
al., 2003; Hernandez-Ledesma et al., 2004).

Los primeros estudios del efecto de la inhibicion de la ECA en leches fermentadas fueron
publicados por Nakamura et al., (1995) y Yamamoto et al, (1999). La mayoria de los
estudios del efecto de inhibicion de la ECA de leches fermentadas se han realizado con
cepas especificas de Lactobacillus (Lb.) (Mulero-Cénovas et al., 2011). No obstante,
Rodriguez-Figueroa et al., (2010) evaluaron la capacidad inhibidora de la ECA de
diferentes leches fermentadas por 48 h con cepas especificas de Lactococcus (Lc.) lactis
aisladas de diferentes nichos. Los resultados mostraron que las leches fermentadas por Lc.
lactis de nichos lacteos artesanales (NRRL B-50571, NRRL B-50572, NRRL B-50598,
NRRL B-50599, NRRL B-50600 y Qs), mostraron mayor inhibicion de la ECA y menor
ICso (concentracion minima necesaria para inhibir el 50% de la actividad de la ECA).
Posteriormente, dos cepas fueron seleccionadas (NRRL B-50571 y NRRL B-50572) para
fermentar leche por 48 h y evaluar su potencial efecto antihipertensivo en ratas
espontaneamente hipertensas (REH). Los resultados demostraron que después de
administrar las leches o sus extractos solubles en agua a REH, la presion arterial y ritmo
cardiaco disminuyeron significativamente (p<0.05). Ademas, las leches fermentadas
administradas presentaron un efecto hipolipidémico e hipotrigliceridémico (Rodriguez-
Figueroa et al., 2013a, b). Posteriormente, la cepa NRRL B-50571 fue seleccionada para
fermentar leche por 48 h y evaluar el efecto antihipertensivo en un estudio clinico. Al
finalizar del estudio, los resultados mostraron que al final de la intervencién de 8 semanas,
la presion arterial sistdlica en los sujetos de estudios disminuyo en 13 mmHg respecto al

valor inicial (Beltran-Barrientos et al., 2018).

Como pudo observarse, de las cepas seleccionadas para este estudio para evaluar el efecto
antihipertensivo de leche fermentada por 48 h, solo dos (NRRL B-50571 y NRRL B-
50572) han sido objeto de estudios in vivo y en el caso de la primera (NRRL B-50571),
de un estudio clinico. Por otro lado, la evaluacion de la inhibicion de la ECA ha sido en
extractos acuosos obtenidos de leches fermentadas a las 48 h. Por todo lo anterior, es
importante determinar la inhibicion de la ECA de leches fermentadas a 24 y 48 h de

incubacion. Asi mismo, conocer si existen diferencias significativas en los ICso de las

16



leches fermentadas en ambos tiempos de fermentacidn después de someterlas a un modelo
gastrointestinal simulado. Se ha reportado que, durante el proceso de digestion, las
enzimas proteoliticas gastrointestinales pueden inactivar péptidos o liberarlos de la
proteina nativa donde se encontraban inactivos, pudiendo presentar bioactividad una vez
liberados (Segura-Campos et al., 2010). Es por ello que el presente trabajo tiene como
objetivo evaluar la inhibicion de la enzima convertidora de angiotensina en leches
fermentadas por cepas especificas de Lc. lactis, antes y después de un modelo

gastrointestinal simulado.
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2. ANTECEDENTES

2.1. Hipertension Arterial: Enfermedad Crénica Degenerativa

La presion arterial, también llamada presion sanguinea, es la fuerza con la que la sangre
circula por las paredes de las arterias al ser bombeada por el corazon. Se diferencia en
valores de presion arterial sistolica (PAS) y presion arterial diastolica (PAD), los cuales
son expresados en milimetros de mercurio (mmHg) (Brack, 2009). De acuerdo a las
nuevas pautas del Colegio Americano de Cardiologia (por sus siglas en inglés, ACC) y de
la Asociacion Americana del Corazén (por sus siglas en inglés, AHA) los valores
normales de PAS y PAD son de 120/80 mmHg, respectivamente. Actualmente, dichas
asociaciones han clasificado a los pacientes con presion arterial elevada si presentan una
PAS de 120-129 mmHg y menores de 80 mmHg en la PAD (Tabla 1) (Whelton, et al.,
2017).

Tabla 1. Clasificacion de la presion arterial en adultos

Sistélica (mmHg) Diastdlica (mmHQ)
Presion arterial normal <de 120 <de 80
Presion arterial elevada 120-129 <de 80
Hipertension etapa 1 130-139 80-89
Hipertension etapa 2 > 140 >90

Fuente: Whelton et al., (2017).

La hipertensién arterial se ha definido como el incremento continuo de la presion que
ejerce la sangre sobre los vasos sanguineos, presentando valores por arriba de 130/80
mmHg de PAS y PAD, respectivamente (Torruco-Uco et al., 2008; OMS, 2013;

ACC/AHA, 2017). Esta enfermedad es considerada un factor de riesgo que conlleva al
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desarrollo de otras enfermedades cardiovasculares, al aumentar las probabilidades de
sufrir un ataque al corazén o un accidente cerebrovascular. La hipertension arterial
también es llamada el “asesino silencioso”, ya que normalmente esta enfermedad es
asintomatica. Sin embargo, a largo plazo es posible que el paciente presente algunos
sintomas como dolores de cabeza, mareos o dificultad para respirar (CENAPRECE,
2011).

La hipertension esta distribuida en todas las regiones del planeta atendiendo a maltiples
factores: econdmicos, sociales, culturales, ambientales y étnicos. Se estima que 1,130
millones de personas la padecen y esta presente en la mayoria de los 9.4 millones de
muertes de origen cardiovascular al afio (Lim et al., 2012; OMS, 2015). Factores como el
consumo excesivo de sodio, dietas elevadas en grasas, tabaquismo, diabetes, obesidad,
inactividad fisica y la edad han sido relacionadas con la contribucion a la aparicion de la
hipertension (Campos-Nonato et al., 2013). En México, de acuerdo con las cifras
reportadas por la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion de Medio Camino (ENSANUT
MC 2016), uno de cada 4 adultos padece hipertension (25.5%). A su vez, esta enfermedad
se encuentra relacionada con casos de hipercolesterolemia, diabetes y obesidad
abdominal, lo que agrava la situacion del paciente. Es por esto que la hipertension es
considerada un problema de salud pablica (Campos-Nonato et al., 2013; Roman et al.,
2015).

2.2. El Sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona en la Regulacion de la Hipertension

Arterial

La enzima convertidora de angiotensina (ECA) es una dicarbopeptidasa y es la enzima
clave en el sistema renina-angiotensina-aldosterona (Figura 1), ya que por medio de dicho
sistema se realiza el proceso de regulacién de la presion arterial (Skrbic y lgic, 2009). Este
sistema ayuda a la regulacion y estabilidad hemodinamica del cuerpo humano a través del
balance de agua y electrolitos, y con ello, la regulacion de la presion arterial. Cuando la

presion arterial disminuye, inicia la liberacion de renina por el aparato yuxtaglomerular
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de los rifiones, actuando sobre el angiotensindgeno, el cual es un péptido sintetizado por
el higado. De este modo, se libera la angiotensina I, una hormona no activa constituida

por 10 aminoacidos (Fitzgerald et al., 2004).

La ECA es producida en el epitelio pulmonar y renal, y ésta actta sobre la angiotensina |
eliminando dos aminoacidos terminales: histidina-leucina y se da paso a la conversion del
octapéptido angiotensina Il (Pereira et al., 2006). La angiotensina Il estimula a las células
de la zona glomerulosa de la corteza suprarrenal para sintetizar y segregar aldosterona,
por lo que influye significativamente en la absorcion de sodio y agua. Ademas, la
aldosterona aumenta la reabsorcion de sal y agua por parte de los tabulos renales,
aumentando el volumen del liquido extracelular, provocando a su vez el aumento de la

presion arterial (Feldstein et al., 2007).

En la actualidad, los estudios realizados para el tratamiento de la hipertension se basan en
el control del sistema renina-angiotensina-aldosterona. Es por ello que diversos
medicamentos son disefiados con el objetivo de inhibir a la ECA. Un ejemplo de estos
farmacos es el Captopril®, sintetizado por Ondetti et al., (1977). Otros medicamentos
inhibidores de la ECA disponibles comercialmente son Benazapril®, Fosinopril® y
Moexipril®. Sin embargo, las desventajas del uso de estos medicamentos son las
reacciones secundarias generadas a corto y largo plazo en la salud humana. Algunos de

ellos son tos, fatiga y erupciones en la piel (Torruco-Uco et al., 2008).

Otra desventaja de los tratamientos farmacoldgicos es su elevado costo, por lo que es muy
comun que los pacientes hipertensos opten por abandonar el tratamiento (Roman et al.,
2015). Por lo anterior, y de acuerdo a las estrategias dietéticas para detener la hipertension
(por sus siglas en inglés DASH) y a lo citado por Sosa-Rosado (2010), se recomienda
limitar el consumo de sal y alcohol, realizar ejercicio fisico, asi como llevar un control de
peso y consumir frutas, verduras, grasas saludables y lacteos semidescremados o
descremados. Aunado a esto, se ha enfatizado la importancia del desarrollo de estrategias
que representen una alternativa mas en la prevencion y reduccion de la hipertension: los

alimentos funcionales (Herrera et al., 2014).
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Figura 1. Sistema renina-angiotensina-aldosterona. Adaptado de Rad (2006).

2.3. Alimentos Funcionales como Fuentes de Péptidos Bioactivos

El término “alimento funcional” se utilizo por primera vez en 1984 en Japén como
resultado de un estudio sobre las relaciones entre la nutricion, la satisfaccion sensorial, el
enriquecimiento y la modulacién de los sistemas fisioldgicos. Lo anterior con el fin de
definir los productos alimenticios enriquecidos con componentes especiales que poseen
efectos benéficos a nivel fisioldgico, mas alla de los nutricionales (Baeza Jiménez, 2013).
Hoy en dia los alimentos funcionales se consideran, ademas de una fuente de nutrientes,
un recurso importante para obtener compuestos fisiologicamente activos (Gonzélez-
Cordova et al., 2011). Esto ha generado que los alimentos funcionales se posicionen con
mayor fuerza dentro del sector alimentario y en la preferencia de los consumidores. Asi,
desde hace tiempo, una gran cantidad de alimentos con propiedades funcionales han sido

desarrollados para aportar un beneficio a la salud (Herrera et al., 2014).
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Dentro de los componentes fundamentales de los alimentos, se pueden mencionar a las
proteinas, ya que estas son esenciales para el desarrollo y mantenimiento del organismo
humano. Desde un punto de vista funcional, las proteinas afectan las propiedades
fisicoquimicas y sensoriales de los alimentos (Torruco-Uco et al., 2008). Ademas del
aporte de energia metabolica y aminoacidos esenciales, las proteinas pueden tener un
efecto en el organismo a nivel fisiolégico o funcional (Sanchez-Mendoza et al., 2016). Por
ello, la investigacion de las propiedades funcionales de las proteinas ha sido un area que
ha tomado bastante fuerza y, actualmente, las proteinas alimentarias son consideradas

materia prima para la obtencion de péptidos con actividad bioldgica.

Los péptidos bioactivos son cadenas de aminodcidos que se encuentran encriptados e
inactivos en la proteina nativa. Dichos compuestos, al ser liberados por medio de la
hidrolisis quimica o enzimatica, ejercen determinadas actividades biolégicas (Mulero-
Cénovas et al., 2011). Generalmente, son cadenas cortas que comprenden de 3 a 20
amino&cidos, presentan residuos de aminoacidos hidrofébicos, en adicion a grupos lisina
o0 arginina, lo que les atribuye una resistencia a la accion de peptidasas digestivas. Esto
ultimo les permite su absorcion en el intestino y su posterior paso al torrente sanguineo,
sin que su estructura resulte alterada (Alvarado y Guerra, 2010). Los péptidos bioactivos
se encuentran en los productos alimentarios ricos en proteinas, por ejemplo, productos

lacteos (Mulero-Cénovas et al., 2011).

2.4. Produccidn de Péptidos Bioactivos

Para que los péptidos bioactivos puedan ejercer sus funciones, es necesario que estos
mismos sean liberados de la proteina nativa. Diversos estudios sefialan que los péptidos
se liberan de la proteina original durante el procesamiento de los alimentos o durante su
paso por el sistema digestivo. Claro ejemplo de estas formas de liberacién de péptidos
bioactivos se dan mediante la hidrélisis enzimatica y la fermentacién (Korhonen y
Pihlanto, 2006).
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2.4.1. Hidrélisis Enzimatica

La hidrdlisis enzimatica es un proceso donde ocurre una ruptura de enlaces con distintas
especies cargadas en equilibrio. Primeramente, ocurre la formacién de un complejo
enzima-proteina, para después dar paso a la ruptura del enlace amidico, lo que ocasionara
que el péptido liberado se separe de la enzima despues de un ataque nucleofilico de una
molécula de agua (Najafian y Babji, 2014). La hidrolisis enzimatica es un tratamiento
eficiente destinado para liberar secuencias peptidicas con actividad bioldgica a partir de
la fragmentacion de proteinas y que puede inducir en la bioactividad de las proteinas
intactas. También debe considerarse de gran importancia la seleccion de las enzimas
apropiadas o la mezcla de ellas, ya que de ello depende obtener de modo eficaz los
resultados esperados. Posteriormente, diversas condiciones del proceso pueden ser
empleadas con el fin de conseguir una mayor produccion de péptidos bioactivos (Borja-
Lozano, 2014).

En la produccion enzimatica de péptidos bioactivos se han empleado diversas enzimas de
origen gastrointestinal, las mas comunes son la pepsina y la tripsina. También se han
utilizado combinaciones de enzimas, las cuales incluyen pancreatina y quimotripsina. A
su vez, diversas enzimas obtenidas de cepas microbianas se han empleado con el objetivo
de generar péptidos bioactivos (Liu et al., 2010; Nalinanon et al., 2011; Ahn et al., 2012).
Resulta ventajoso el empleo de proteasas derivadas de fuentes microbianas comerciales,
por ejemplo, alcalasa, flavourzyma, neutrasa para degradar proteinas alimentarias, ya que
dichas proteasas han logrado demostrar ser seguras y de bajo costo. Ademas, los
rendimientos de produccion son muy altos (Clemente, 2000; Agyei y Danquah, 2011). La
ventaja de esta tecnologia radica en mejorar las dietas de las personas complementando
los sistemas biologicos capaces de regular las funciones del cuerpo. Los efectos
fisiolégicos de péptidos sobre la regulacion de la presion arterial han llevado a los
cientificos a explotar diferentes matrices alimenticias tales como pescado, carne, leche,

huevos, frijoles y vegetales (Saadi et al., 2015).

23



2.4.2. Fermentacion Microbiana

La obtencién de péptidos bioactivos por fermentacion microbiana ha sido de particular
interés para la industria lactea, debido a la actividad proteolitica de los cultivos
iniciadores, la cual ha sido utilizada de manera exitosa en la elaboracion de productos
lacteos fermentados (Pihlanto et al., 2010). Los productos lacteos han sido los mas
[lamativos para la generacion de péptidos con potente actividad bioldgica por la
intervencion de particulares proteasas presentes en la pared celular de los
microorganismos fermentadores (Korhonen, 2009). En la fermentacién de la leche, las
denominadas bacterias acido lacticas (BAL) hidrolizan principalmente a las caseinas con
el fin de generar grupos amino necesarios para su desarrollo y, por ende, dar paso a la
liberacion de aminodcidos y péptidos. Se tiene reportado que los péptidos bioactivos
pueden ser generados por bacterias iniciadoras y no iniciadoras que se utilizan en la

fabricacion de productos lacteos fermentados (Korhonen y Pihlanto, 2006).

Se ha reportado que los géneros bacterianos Lb. helveticus y Lc. lactis propician la
produccion de péptidos con capacidad inhibidora de la ECA en leches fermentadas
(Figueroa-Hernandez et al., 2012). La presencia de varias peptidasas principales
especificas en estos géneros indica que ambos géneros hacen uso de un sistema
proteolitico similar (Sasaki, et al., 1995). Sin embargo, el sistema proteolitico mas
estudiado es el de Lc. lactis y, por ende, es que modelo que se ha tomado para ejemplificar

la protedlisis de las caseinas lacteas (Savijoki, 2006).

Los componentes estructurales del sistema proteolitico de las BAL pueden ser divididos
en tres grandes grupos de acuerdo a su funcién (Kuniji et al., 1996):

e Proteinasas: son las encargadas del rompimiento inicial de péptidos.

e Peptidasas: degradan los péptidos formados por la accion de las proteinasas.

e Sistemas de transporte: trasladan los péptidos producidos hacia la membrana

citoplasmatica.
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En la Figura 2 se describe el sistema proteolitico de Lc. lactis por el cual las proteinas son

degradadas. Dicho sistema implica la proteinasa PrtP, que se encuentra asociada a la pared

celular. Se generan di, tri y tetrapéptidos, los cuales son internalizados mediante sistemas

de transportes de oligopéptidos (Opp, DtpT y DtpP) a través de la membrana

citoplasmatica. Una vez que los oligopéptidos estan en el interior de la célula,

especificamente en el citoplasma, son degradados por peptidasas intracelulares. Esto da

como resultado la formacion de péptidos pequefios y aminoacidos libres (Savijoki et al.,

2006).

Moléculas de caseina

e
'@ 0 D\
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Figura 2. Sistema proteolitico de Lc. lactis. Adaptado de Savijoki et al., (2006)
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2.5. Péptidos Inhibidores de la ECA

Entre los efectos benéficos al organismo atribuidos a los péptidos bioactivos destacan las
actividades: antioxidante, antimicrobiana, inmunomoduladora, opioide, antitrombotica y
antihipertensiva (Mulero-Canovas et al., 2011). Los péptidos con esta ultima bioactividad
han sido los més estudiados en los alimentos, puesto que han demostrado inhibir a la ECA
y esto a su vez, ocasiona la disminucion de la presion sanguinea (Cu-Cafietas et al., 2015).
Ferreira (1965) fue el primero en aislar péptidos del extracto de veneno de la cobra
brasilefia (Bothrops jararaca). Dichos péptidos presentaban una potente capacidad para
disminuir la presion sanguinea. En las ultimas décadas, se han llevado a cabo numerosos
estudios donde el principal objetivo es obtener mediante la hidr6lisis de las proteinas
lacteas, péptidos con actividad hipotensora. En este caso, los péptidos son originados a
partir de diversos fragmentos de las caseinas, conocidos como casoquininas. La proteina
de la leche que contiene el mayor nimero de fragmentos con actividad inhibidora de la
ECA es la B-caseina (Dominguez-Gonzélez et al., (2014). También los péptidos se
originan de las lactoquininas, que son fragmentos derivados de las proteinas del lactosuero
(Hernandez-Ledezma et al., 2007).

2.6. Estructura-Actividad de los Péptidos Inhibidores de la ECA

Los estudios de la relacion “estructura-actividad” de péptidos con capacidad inhibidora
de la ECA, indican que los residuos del tripéptido carboxilo terminal juegan un rol
significativo en la unién competitiva al sitio activo de la ECA (Hernandez-Ledezma et al.,
2011). Los péeptidos que contienen prolina en su estructura, son los que han presentado
potencial inhibidor de la ECA, por esta conformacion, se le ha conferido una resistencia a
hidrolisis digestiva (Maeno et al., 1996). Aunado a esto, los péptidos que cuentan en la
antependltima posicion con un aminoacido aromatico (como la fenilalanina) y secuencias

peptidicas de cadena corta, presentan mayor inhibicion de la ECA que las fracciones
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peptidicas con residuos de aminoacidos basicos (Phelan y Kerins, 2011). Ademas, ha sido
reportado que la ECA prefiere sustratos con residuos de aminoacidos hidréfobos en las
ultimas tres posiciones carboxilo terminal. Los datos de estructura-actividad sugieren que
la carga positiva de lisina (grupo €-amino) y arginina (grupo guanidina) como el residuo
carboxilo terminal puede contribuir a la potencia inhibidora de la enzima (Phelan y Kerins,
2011).

En el modelo propuesto por Ondetti et al., (1977) (Figura 3), indica que “centro activo de
la ECA esta constituido por tres subunidades que pueden interaccionar potencialmente
con los aminoacidos de los sustratos o inhibidores de la enzima”. El modelo propone que
el centro activo cuenta con tres subunidades: la primera presenta un grupo con carga
positiva, el cual forma un electrovalente con el grupo carboxilo terminal del péptido. Una
segunda subunidad interacciona probablemente por un puente de hidrégeno con el enlace
peptidico del aminoécido carboxilo terminal y la tercera subunidad, la cual contiene un
atomo de zinc, es capaz de polarizar el grupo carbonilo del enlace peptidico entre el
antependltimo y pendltimo aminoacido del péptido, lo que lo hace mas propenso a
hidrolisis (Ondetti et al., 1977).

1}3 0 1}2 0 I}l 0
| | |
-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. Adaptado de Quirds del Bosque et al., (2007).

27



2.7. Leches Fermentadas: Fuentes de Péptidos Inhibidores de la ECA

En la actualidad, de todos los alimentos funcionales disponibles, los productos lacteos
fermentados son los que predominan en el mercado. El éxito de estos productos radica en
las excelentes propiedades nutricionales que ofrece la leche, ya que de dicho alimento se
obtienen mas productos proteicos de valor afadido (Hernandez-Rojas y Vélez-Ruiz,
2014). Entre las principales fracciones proteicas de la leche de vaca estan: a-
lactoalbumina, B-lactoglobulina, caseinas, inmunoglobulinas, lactoferrina, fracciones de
péptido-proteasa (estables al calor), fosfoglicoproteinas (solubles en acido) y proteinas

séricas menores (transferina y albumina sérica) (Torres-Llanez et al., 2005).

Segtin la definicion del Codex Alimentarius, una leche fermentada es “un producto lacteo
obtenido por medio de la fermentacion, con modificaciones en la composicion, por medio
de la accion de microorganismos adecuados y tiene como resultado la reduccion del pH
con o sin coagulacion”. Desde hace varios afios las leches fermentadas son consideradas
productos que aportan beneficios a la salud. Estos aportes benéficos se deben a los
metabolitos y moléculas bioldgicamente activas liberados durante la fermentacion. Es por
ello que la industria alimentaria ha encontrado la base idénea sobre la que incorporar
ingredientes y/o nutrientes que otorguen al producto final propiedades que conviertan a

las leches fermentadas en alimentos funcionales (Fitzgerald y Murray, 2006).

Se ha demostrado que algunas leches fermentadas contienen péptidos inhibidores de la
ECA que se producen gracias al sistema proteolitico de las BAL, y en casos particulares,
por la adicion de enzimas digestivas (Leclerc et al., 2002; Fuglsang et al., 2003;
Hernandez-Ledesma et al., 2004). Las primeras investigaciones sobre la inhibicién de la
ECA en leches fermentadas fueron publicadas por Nakamura et al., (1995), Rokka et al.,
(1997) y Yamamoto et al., (1999). Desde entonces, se han publicado numerosos trabajos
sobre el empleo de microorganismos iniciadores para producir péptidos con potencial
inhibidor de la ECA a partir de la fermentacion de la leche. En la Tabla 2 se sefialan
algunas fracciones peptidicas con capacidad inhibidora de la ECA reportadas en leches

fermentadas.
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Tabla 2. Secuencias de peptidos con actividad inhibidora de la ECA en leches
fermentadas.

_ I1Cso ) .
Secuencia Bacteria Referencia
(umol)

VPP 9 Lb. helveticus y S. cerevisiae Nakamura et al., 1995

IPP 15 Lb. helveticus y S. cerevisiae Nakamura et al., 1995

YP 720 Lb. helveticus CPN4 Yamamoto et al., 1999
AVPYPQR 15 Lb. casei subsp. rhamnosus Rokka et al., 1997

DKIHPF 193.9 Lc. lactis subsp. cremoris FT4 Gobbetti et al., 2000

VIGSPPEINK  >1000 Lc. lactis subsp. cremoris FT4 Gobbetti et al., 2000

IPP 5 Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus Donkor, 20072
LVYPFPGPIH 89 Lb. jensenii Pihlanto et al., 2010

ICs0= concentracion minima de proteina para inhibir a la ECA en un 50%
pmol=micromoles

Se tiene reportado que, ademas de la cepa empleada, se debe considerar las condiciones
de fermentacion como el tiempo y la temperatura. De acuerdo a Pihlanto et al., (2010), el
grado de hidrdlisis se encuentra correlacionado directamente con el porcentaje de
inhibicién de la ECA. Ademas, el pH final de la fermentacion esta relacionado con la cepa
utilizada y con el tiempo de la fermentacion. Dominguez-Gonzélez et al., (2014) reportan
que la temperatura de almacenamiento también puede afectar el perfil de los péptidos de

una leche fermentada.
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2.8. Lactococcus lactis: Potencial Benéfico en Leches Fermentadas

Por su considerable contribucion en la industria alimentaria, la importancia de las BAL ha
destacado por décadas. Debido a varias de sus propiedades metabolicas, estas bacterias
han contribuido significativamente en el desarrollo del sabor, aroma, textura, propiedades
terapéuticas y valor nutricional de los alimentos (Parra, 2010). Dentro del grupo de las
BAL se incluyen principalmente las especies de los géneros Lactobacillus, Streptococcus

y Lactococcus.

Anteriormente, Lc. lactis era una bacteria perteneciente al género Streptococcus y fue
reclasificada dentro del género Lactococcus en 1985. Este género se caracteriza como
bacterias Gram positiva, no esporuladas, esféricas, inmoviles, homolacticas y anaerobias
facultativas (Song et al., 2017). La Administracién de Alimentos y Medicamentos de
Estados Unidos de América (FDA, por sus siglas en inglés), considera que Lc. lactis es
GRAS (generalmente reconocida como segura), ya que durante varios afios ha sido
empleada en la fabricacion de productos fermentados, principalmente lacteos. A este
género se le atribuye una facil fermentacion de la lactosa, y a su vez, una produccién de
acido lactico que ayuda en la conservacion de los alimentos (Rodriguez-Figueroa et al.,
2010). Aunado a lo anterior, algunas cepas, mediante la produccion de bacteriocinas,

promueve la conservacion de los productos alimenticios (Song et al., 2017).

A continuacion, se citaran algunos estudios que demuestran el potencial benéfico de
leches fermentadas con cepas de Lc. lactis para la disminucion de la hipertension arterial.
El efecto hipotensor de estas leches es atribuido a la liberacién de péptidos inhibidores de
la ECA a partir de la degradacion de las proteinas lacteas (principalmente caseinas) por la
accion proteolitica por parte de cultivos iniciadores, como Lc. lactis (Muro-Urista et al.,
2011). Gobbetti et al., (2000), demostraron que por tiempos prolongados de fermentacién
de una leche con Lc. lactis subsp. cremoris FT4, se obtienen péptidos con actividad
antihipertensiva capaces de resistir la hidrolisis de proteasas digestivas (tripsina y

quimotripsina).
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Por su parte, Rodriguez-Figueroa et al., (2010) realizaron estudios in vitro con el proposito
de evaluar la actividad inhibidora de la ECA empleando leches fermentadas con cepas de
Lc. lactis aisladas de diversos nichos naturales. Los autores reportaron que las leches
fermentadas durante 48 h, por las bacterias aisladas de productos lacteos artesanales
(queso tipo Chihuahua y requeson), proporcionaron mayor actividad inhibidora de la
ECA, obteniendo valores de concentracion minima de proteina para inhibir a la ECA en
un 50% (ICso) que van de 13 a 20 ug/mL. Posteriormente, Rodriguez-Figueroa et al.,
(2012) llevaron a cabo la identificacion de las fracciones peptidicas con actividad
inhibidora de la ECA, obtenidas a partir de leches fermentadas por 48 h con las cepas
especificas de Lc. lactis NRRL B-50571 y NRRL B-50572. Los perfiles peptidicos se
obtuvieron a partir extractos acuosos <3 kDa y posteriormente fueron fraccionados por
HPLC en fase reversa. De las fracciones obtenidas, se evaluo la actividad inhibidora de la
ECA y se encontraron que los valores més bajos de I1Cso fueron para Lc. lactis NRRL B-
50571 fraccion 1 (0.034 pg/mL) y Lc. lactis NRRL B-50572 fraccion 1 (0.041 pg/mL).

Asi mismo, Rodriguez-Figueroa et al., (2013a) llevaron a cabo un estudio in vivo con REH
y les administraron leches fermentadas por las cepas de Lc. lactis NRRL B-50571 y NRRL
B-50572 en una sola dosis (35 0 50 mg/kg de peso corporal). Los autores reportaron una
reduccion de los valores de PAD y PAS. Sin embargo, la leche fermentada con NRRL-
B50571 tuvo reducciones méaximas a las 6 h después de la administracion. En dicho
ensayo, la frecuencia cardiaca también disminuy6 después de 24 h de administracién de
leche fermentada. En otro estudio de Rodriguez-Figueroa et al., (2013b) se evaluo el
efecto antihipertensivo e hipolipidémico de leches fermentadas con Lc. lactis NRRL B-
50571 y NRRL B-50572 en REH. Ambas leches fueron administradas ad libitum en un
periodo de 4 semanas. Los resultados mostraron que las leches redujeron la presion arterial
y, para el caso de la leche fermentada por Lc. lactis NRRL B-50571, su efecto maximo se

registrd en la segunda y tercera semana de administracion.

Por su parte, Beltran-Barrientos et al., (2018) evaluaron el efecto antihipertensivo
asociado al consumo de leche fermentada con Lc. lactis NRRL B-50571 en un grupo de
sujetos pre-hipertensos. En este estudio demostraron que al final de la intervencion de 8

semanas, la PAS en los sujetos de estudio disminuy6 en 13 mmHg respecto al valor inicial.
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Por todo lo anterior, en la actualidad, la leche fermentada es recomendada como parte del
tratamiento no farmacoldgico para la hipertension arterial, ya que esta no muestra efectos

secundarios no deseables (Flambard y Johansen, 2007).

2.9. Biodisponibilidad de Péptidos Inhibidores de la ECA

Cuando los péptidos encriptados en la matriz alimentaria son liberados, éstos pueden
ejercer su bioactividad en el lumen del tracto gastrointestinal, o bien en 6rganos periféricos
después de ser absorbidos. Para que un péptido pueda ser utilizado como componente de
un alimento funcional y pueda ejercer un efecto fisiolégico in vivo después de su
administracion oral, deberd permanecer activo durante la digestion y absorcion
gastrointestinal (Segura-Campos et al., 2010). Sin embargo, la actividad por parte de las
enzimas del tracto gastrointestinal y “la baja permeabilidad” de los péptidos bioactivos al
atravesar las membranas bioldgicas son algunos factores principales que pueden llegar a
afectar la absorcion oral de los péptidos. Es por ello que, la efectividad de los péptidos
bioactivos depende de su capacidad para alcanzar intactos el 6rgano diana (Madureira et
al., 2010). Ademas, los péptidos durante su paso por el tracto gastrointestinal pueden ser
hidrolizados por las enzimas gastrointestinales, causando su inactivacion. Incluso pueden
liberarse otras secuencias peptidicas que se encontraban encriptadas dentro de la proteina
nativa y que ejerzan una mayor bioactividad. También puede suceder que los péptidos no
sufran un cambio en su conformacion estructural durante el proceso de digestidn

(Vermeirssen et al., 2004; Hernandez-Ledesma et al., 2011).

Las proteinas, después de ser ingeridas, son desnaturalizadas en el estbmago por accion
de los jugos gastricos y la pepsina. Posteriormente, los fragmentos liberados en la etapa
gastrica son hidrolizados por enzimas pancreaticas como tripsina, o-quimotripsina,
elastasa y carboxipeptidasa A y B a un pH mas alcalino generando una mezcla de
oligopéptidos y aminoacidos libres (Vermeirssen et al., 2004; Arhewoh et al., 2005). Los
aminoacidos libres son absorbidos en los enterocitos a través de la membrana del borde

en cepillo mediante distintos sistemas de transporte de aminoacidos (Figura 4). Mientras
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gue los oligopéptidos son sometidos a una hidrdlisis adicional por la accion de las
peptidasas del borde en cepillo, lo que resulta en una mezcla que consiste principalmente

en aminoéacidos libres, dipéptidos y tripéptidos (Soltero y Ekwuribe, 2005).

W Accion de proteasas pancredticas:

( * Tripsina

| Péptidos | o, , 4 * 0-quimotripsina
b{éi"’«;%f » Elastasa

m *)"’1 * Carboxipeptidasas Ay B
Accion de la pepsina
&es:ltmo Vias de absorcion:

PHZ g0
L * Paracelular
® | . B
% 9{ % ) Eplteho 1ntest1na1| * Transportador especifico
¢ % ® * Trancitosis
® 69 I I

Figura 4. Transporte de péptidos en el sistema gastrointestinal. Adaptado de Hayes et al.,
(2007).

Los péptidos formados por dos o tres aminoécidos son absorbidos intactos a través de la
membrana del borde en cepillo por un sistema de transporte de péptidos especificos
(Vermeirssen et al., 2004). Aquellos péptidos que resisten el proceso de digestion y llegan
intactos al intestino, bien pueden ejercer una funcion local, o bien, si su accion es sistémica
deben atravesar el epitelio y pasar al torrente circulatorio (Pihlanto-Leppala et al., 2000;
Arhewoh et al., 2005; Fitzgerald y Murray, 2006; Foltz et al., 2007).

Se ha demostrado que, a menor longitud de la cadena peptidica, los péptidos son mas
resistentes a los procesos gastrointestinales (Roberts et al., 1999), como ejemplo, los

tripéptidos IPP y VPP que han demostrado ser resistentes a las enzimas gastrointestinales
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y llegar intacta al lumen para su absorcion y ejercer su potencial inhibidor de la ECA.
Aunque también se ha demostrado que cadenas peptidicas mas largas ricas en prolina,
pueden llegar a generar efecto, como es el caso de la cadena peptidica LHLPLP, la cual
resiste la digestion gastrointestinal. Sin embargo, es hidrolizado por peptidasas celulares
hasta una forma mas corta HLPLP, y asi ser transportado a través del epitelio intestinal
(Hernandez-Ledezma et al., 2011).

Los modelos de simulacion gastrointestinal in vitro son ensayos muy Utiles para evaluar
si los péptidos con actividad inhibidora de la ECA mantienen su bioactividad frente a
enzimas digestivas. Roufik et al., (2006), proponen un ensayo in vitro de dos etapas: la
primera consiste en una hidrolisis con pepsina a pH acido y la segunda parte consiste en
una digestion con extracto pancreatico a pH intestinal. Uno de los posibles efectos que se
pueden encontrar es que los péptidos con actividad inhibidora de la ECA en modelos in
vitro pierdan su potencial inhibidor al ser atacadas por las enzimas presentes en el tracto
gastrointestinal. Aungue también se ha reportado que algunos péptidos que inicialmente
no presentan actividad después de ser sometidas a condiciones gastrointestinales
simuladas presentan el efecto inhibidor de la ECA (Segura-Campos et al., 2010).

Estudios han reportado que algunos péptidos inhibidores de la ECA producidos de la leche
fermentada, sufren modificaciones en cuanto a su capacidad hipotensora por la accion de
proteasas digestivas, como la carboxipeptidasa A. En un estudio, se report6 que el péptido
obtenido de la fraccion B 169-175, con baja actividad inhibitoria de ECA in vitro, tuvo
mejor efecto antihipertensivo después de ser administrado a REH (Maeno et al., 1996).
Asi mismo, Quiros et al., (2009) encontraron que el péptido LHLPLP presento resistencia
a enzimas digestivas, ademas de mostrar una actividad inhibidora de la ECA elevada.
Ademas, las secuencias VVVPPF y LTQTPVVVPPF, las cuales no presentaban una
actividad inhibidora de la ECA in vitro relativamente alta, al sufrir hidrolisis por parte de
las proteasas digestivas se formaron péptidos mas cortos con mejor actividad inhibidora,
por lo que el proceso de digestién gastrointestinal puede degradar o favorecer la

produccion de péptidos potencialmente inhibidores de la ECA (Quiros et al., 2009).

Por otro lado, Rojas-Ronquillo et al., (2012) estudiaron las propiedades antitrombéticas y

antihipertensivas de los peptidos liberados durante la fermentacion de caseinas por Lb.
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casei Shirota, y consiguieron purificar e identificar el péptido multifuncional
YQEPVLGPVRGPFPIIV, resistente a hidrolisis por pepsina y tripsina. Estos resultados
indican que las enzimas digestivas tienen una participacion especial sobre la
biodisponibilidad de los péptidos y sobre la eficiencia de los mismos para inhibir a la ECA
(Rojas-Ronquillo et al., 2012).

En el laboratorio de Ciencia y Tecnologia de Productos Lacteos del Centro de
Investigacion en Alimentacion y Desarrollo (CIAD, A.C.), se han realizado ensayos para
evaluar si la actividad inhibidora de la ECA de leches fermentadas por cepas especificas
de Lc. lactis es afectada por condiciones del sistema gastrointestinal. Lopez-Armenta,
(2014) evalud si las condiciones gastrointestinales simuladas afectaban la actividad
inhibitoria de la ECA de 12 secuencias peptidicas aisladas de leche fermentada por Lc.
lactis NRRL B-50571. Los resultados mostraron que los valores iniciales de ICso de los
péptidos YLAVA, HPHPHLSFMAIPP, HIQKEDVPS y NAVPITPTLN, no fueron
significativamente diferentes (p>0.05) con respecto a los valores generados después de la
digestion gastrointestinal simulada, a pesar de haber sido fragmentados a péptidos de

menor tamafo, por lo que se les podria conferir una actividad antihipertensiva in vivo.

En otro estudio, se determiné la actividad inhibidora de la ECA de extractos acuosos <3
kDa, generados a partir de leches fermentadas a 24 y 48 h con cepas de Lc. lactis (NRRL
B-50598, NRRL B-50599, NRRL B-50600 y Qs) antes y después de exponer dichos
extractos a condiciones gastrointestinales simuladas. Los resultados mostraron que los
valores de 1Cso fueron disminuyendo conforme transcurrié el tiempo de incubacion. Los
extractos acuosos obtenidos a 48 h de fermentacidn obtenidos de la cepa NRRL B-50598
fueron los que reportaron un ICsp mas bajo (8.7 ug/mL). Sin embargo, los datos ICso
correspondientes a los extractos de las cepas NRRL B-50599 con 24 h de fermentacion y
Qs con 48 h no fueron significativamente diferentes (p>0.05) a los valores de 1Cso después
de someter a los extractos a digestion gastrointestinal. Por lo que las leches fermentadas

por estas cepas pueden ejercer un efecto antihipertensivo (Santos-Espinosa, 2014).

Como puede observarse, aunque ya se haya evaluado la resistencia a condiciones
gastrointestinales simuladas, solo se han utilizado solo los extractos acuosos <3 kDa

obtenidos a partir de las leches fermentadas por las cepas de Lc. lactis NRRL-B-50598,
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NRRL-B-50571, NRRL-B-50572, NRRL-B-50599, NRRL-B-50560 y Qs. Ademas,
puesto que la inhibicion de la ECA de leches fermentadas por las cepas antes mencionadas
ha sido estudiada a las 48 h de incubacion, aun se desconoce si la actividad inhibidora de
la ECA de leches fermentadas obtenidas a un tiempo menor de fermentacion, suele ser
significativamente diferente con respecto al tiempo de incubacion utilizado (48 h). Por lo
anterior, resulta interesante conocer si la actividad inhibidora de la ECA de las leches
fermentadas a 24 y 48 h sin fraccionar, se mantiene estable o aumenta después de
someterlas a un modelo gastrointestinal simulado, ya que como se ha mencionado
anteriormente, las enzimas proteoliticas gastrointestinales pueden liberar péptidos que se
encuentran inactivos dentro de la proteina nativa presentando bioactividad una vez

liberados (Segura-Campos et al., 2010).

36



3. HIPOTESIS

La actividad inhibidora de la enzima convertidora de angiotensina en leches
fermentadas por cepas especificas de Lactococcus lactis se mantiene después de ser
sometidas a un modelo de digestion gastrointestinal simulado
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo General

Evaluar la inhibicion de la enzima convertidora de angiotensina en leches
fermentadas con cepas especificas de Lactococcus lactis, antes y después de un

modelo gastrointestinal simulado.

4.2. Objetivos Especificos

Evaluar la actividad inhibidora de la ECA de leches fermentadas a 24 y 48 h de
incubacion, antes y después de ser sometidas a un modelo gastrointestinal

simulado.

Determinar los perfiles peptidicos de las leches fermentadas a 24 y 48 h, antes y

después de ser sometidas a una simulacion gastrointestinal simulada.



5. MATERIALES Y METODOS

Los materiales y reactivos empleados para los ensayos consistieron en: medio de
cultivo caldo M17 y lactosa procedente de Difco, (Spark, MD); leche descremada en polvo
comercial. El kit para ensayo de cuantificacion de proteina por el método de Lowry y la
albumina sérica bovina (BSA) proceden de Bio-Rad Laboratorio INC (Hercules, CA); la
membrana de poro de 3 kDa se obtuvieron de Pall Life Science (Ann Arbor, MI) y los
reactivos tetraborato de sodio, metanol, cloruro de sodio, HCI, NaOH, ECA [1 U] (Pulmon
de conejo, EC. 3.4.15.1), Hippuril-L-Histidil-L-Leucina y acetato de etilo de Sigma-
Aldrich (Chemical Co., St. Louis, MO, USA).

5.1. Reactivacion de Cepas

Las cepas utilizadas para el presente trabajo pertenecen a la coleccion de bacterias acido
lacticas del Laboratorio de Quimica y Biotecnologia de Productos Lacteos del Centro de
Investigacion en Alimentacion y Desarrollo, A. C. (CIAD, A.C.), Unidad Hermosillo,
Sonora (Tabla 3). Estas cepas fueron aisladas de productos lacteos artesanales por
Gutiérrez-Méndez et al., (2008).

Las cepas fueron propagadas de manera individual inoculando 1% (v/v) de cada bacteria
en 5 mL de caldo M17 (DIFCO, Sparks, MD) suplementado con 5% (v/v) de lactosa
(DIFCO, Sparks, MD) al 10% (p/v) para el caso de las cepas NRRL B-50571 y NRRL B-
50572 y con 5% (v/v) de glucosa al 10% (p/v) para las cepas NRRL B-50598, NRRL B-
50599, NRRL B-50600 y Qs. Los medios inoculados se incubaron a 30 °C por 24 h. Para
conseguir cultivos frescos, se realizaron 2 subcultivos méas de 24 h a 30 °C para las cepas
NRRL B-50571 y NRRL B-50572, y de 5 y 4 h a 30 °C para las cepas NRRL B-50598,
NRRL B-50599, NRRL B-50600 y Q:s.
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Tabla 3. Cepas de Lc. lactis empleadas para la fermentacion de leches.

Clave

NRRL B-50571

NRRL B-50572
NRRL B-50598
NRRL B-50599

NRRL B-50560
Q3

5.2. Elaboracién de Leches Fermentadas

5.2.1. Elaboracién de Preindculo

Se reconstituyo6 leche descremada en polvo con agua destilada al 10% (p/v). En total se
prepararon 50 mL de leche. Después, se repartio el total de leche preparada en tubos de
ensayo con 3 mL cada uno, para luego llevar a esterilizacion por 10 min a 110 °C.
Posteriormente, las leches estériles se inocularon con una alicuota del 3% (v/v) de los
ultimos subcultivos de cada cepa de Lc. lactis. También se realizd un preinoculo que
contenia la mezcla de las cepas NRRL B-50571-NRRL B-50572 (1:1). Los preindculos
fueron incubados a 30 °C por 12 horas (Beltran-Barrientos et al., 2018).
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5.2.2. Elaboracién de Leches Fermentadas

Para la elaboracion de las leches fermentadas se siguid la metodologia de Beltran-

Barrientos et al., (2018). Se reconstituyd leche descremada en polvo con agua purificada

al 10% (p/v). Después, se llevé a cabo un tratamiento térmico por 30 min a 80 °C.

Posteriormente, los frascos fueron sometidos a un bafio de hielo por 50 min. Despues, las

leches pasteurizadas fueron inoculadas al 3% (v/v) con los preindculos elaborados

anteriormente y se incubaron a 30 °C por 24 y 48 h. Transcurridos ambos tiempos, se

detuvo la fermentacion con un tratamiento térmico (75 °C, 15 min) para posteriormente,

Ilevar a cabo otro bafio de hielo por 50 min. Las leches fermentadas fueron guardadas en

condiciones de congelacion (-20 °C) para su posterior uso. Las leches fueron etiquetadas

como se indica en la Tabla 4.

Tabla 4. Leches fermentadas por cepas de Lc. lactis empleadas

Cepa Cadigo
NRRL B-50571 B-571
NRRL B-50572 B-572
NRRL B-50598 B-598
NRRL B-50599 B-599

Qs Qs
NRRL B-50600 B-600
Mezcla NRRL B-50571-NRRL B-50572 (1:1) M B-571-B-572
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5.3. Actividad Proteolitica de las Leches Fermentadas

Las leches fermentadas obtenidas anteriormente se descongelaron y homogeneizaron
antes de su uso. La determinacion de proteo6lisis se determind mediante la metodologia
establecida por Church et al., (1983). A 2.5 mL de leche fermentada le fueron afiadidos
0.5 mL de agua destilada y 5 mL de acido tricloroacético (TCA) al 12% y se agito por 1
min. La suspension se dejo en reposo por 10 min (4 °C) y luego se filtré con papel
Whatman #2.

En una celda de cuarzo, 20 pL del filtrado con la fraccion peptidica soluble en TCA fueron
adicionados a 400 pL del reactivo de OPA. Se dejé reposar por 2 min a temperatura
ambiente. La absorbancia fue medida usando un espectrofotometro (Spectro Max M3 MD,
Estados Unidos) a una absorbancia de 340 nm. Como control se utiliz6 leche descremada
no fermentada y las mediciones fueron realizadas por duplicado.

5.4. Obtencién de Extractos Acuosos

Se aplico la metodologia descrita por Muguerza et al., (2006) con algunas modificaciones.
Las leches fermentadas obtenidas anteriormente fueron descongeladas y homogeneizadas.
Se centrifugaron las muestras a 5000 rpm, 40 min a 4 °C. El sobrenadante fue recuperado
y ultrafiltrado empleando membranas con tamafio de poro <3 kDa. Se realizaron dos
diluciones méas a partir de los ultrafiltrados, de modo que se obtuvieron tres
concentraciones (100, 60 y 40%) de extractos <3 kDa. Dichas fracciones se almacenaron
a -80 °C hasta su andlisis posterior.
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5.5. Ensayo: Actividad Inhibitoria de la Enzima Convertidora de Angiotensina

Se siguidé la metodologia propuesta por Cushman y Cheung (1971) con algunas
modificaciones. En el ensayo se emplearon ECA (0.1 U/mL); solucién amortiguadora (pH
8.3) de metaborato de sodio tetrahidratado (0.1 M) adicionado con NaCl (0.3 M) vy el
sustrato de la ECA, Hippuril-L-Histidil-L-Leucina (5 mM). La solucion amortiguadora y
agua milli-Q (blanco) se ajustaron a 37 °C durante 1 h. Posteriormente se prepararon
cuatro viales como se indica a continuacion:

Mezclas de reaccion:

A =100 pL de Soluciéon Amortiguadora Sustrato + 40 uLL. de H20 milli-Q + 20 uL de
ECA

B =100 pL de Solucion Amortiguadora Sustrato + 20 pLL de H2O milli-Q + 40 pL de
extracto acuoso

C =100 pL de Soluciéon Amortiguadora Sustrato + 40 pL de extracto acuoso + 20 puL de
ECA

D =100 pL de Soluciéon Amortiguadora Sustrato + 60 uL de H2O milli-Q

Todos los viales se colocaron a 37 °C por 35 min en una incubadora. Posteriormente, se
detuvo la reaccion mediante la adicion de 250 pL de HCI 1 M a cada tubo. El acido
hipurico resultante de la reaccidén se extrajo incorporando 1 mL de acetato de etilo
mediante agitacién vigorosa por 30 s y se centrifugé a 1500 xg, 10 min, 4 °C.
Posteriormente, 750 pL de la fase orgéanica se extrajo y se evaporé con un equipo
Centrivap (75 °C, 15 min). La muestra de cada tubo se resuspendi6 en 1 mL de agua Milli-
Q y se registro la absorbancia a 228 nm en un espectrofotdmetro Nanodrop 2000c¢ (Thermo
Scientific, USA). El porcentaje de inhibicién de la ECA se calcul6 usando la siguiente

férmula;

1-(C-B

% actividad IECA = ( -0 )> *100 (1)
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5.6. Cuantificacion de Proteina

El contenido peptidico de las leches fermentadas se determind por el método de Lowry
modificado (1951) utilizando una curva de calibracion con BSA como testigo. A 5 L de
cada extracto <3 kDa se afiadieron 25 L del reactivo Ay, posteriormente, 200 pL del
reactivo B. La mezcla de soluciones se dejé en reposo por 15 min en condiciones de
oscuridad y después se procedio a la lectura en el espectrofotometro (SpectroMax M3,
Molecular Devices, EE. UU) a una absorbancia de 750 nm.

Para el célculo del ICsp (concentracion peptidica requerida para inhibir a la ECA en un
50%) se realizd una regresion lineal graficando el porcentaje de inhibicidn de la ECA de
las fracciones peptidicas y sus diluciones (mencionadas anteriormente) contra la
concentracion de proteina de las muestras. Se obtuvo la gréfica y con ello, la ecuacion de
la recta para calcular el 1Cso. Se realizaron dos repeticiones con sus respectivos triplicados

y el 1Cso se reporto en pg/mL.

5.7. Simulacién Gastrointestinal

Para llevar a cabo el modelo de simulacion gastrointestinal se sigui6é la metodologia de
Kopf-Bolanz et al., (2012) con algunas modificaciones. Todos los fluidos digestivos
empleados (Tabla 5) se mantuvieron a una temperatura fisiologica (37 + 1 °C) previo a su
utilizacion. Para llevar a cabo la incubacion de las muestras se utiliz6 un bafio con
agitacion constante (55 rpm) y temperatura controlada (37+ 1 °C). La digestion comenz6
mediante la adicion de 6 mL de solucion salival a 5 mL de leche fermentada. La mezcla
se incubo durante 5 min a pH 6.8. Después se afiadieron 12 mL de jugo gastrico, y la
mezcla se mantuvo con agitacion constante (55 rpm) durante 2 h, manteniendo el pH entre
2 y 3. Finalmente, se afiadieron, simultaneamente, 12 mL de jugo duodenal y 6 mL de

jugo biliar, ajustando el pH entre 7.5 y 8. Todo el sistema se mantuvo a 37 °C en agitacion
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orbital (55 rpm). Al final del proceso digestivo, las muestras fueron centrifugadas a 2750

xg durante 5 min y ultrafiltradas utilizando una membrana <3 kDa.

A las muestras ultrafiltradas se les evalud el contenido de proteina mediante el método de
Lowry y la inhibicion de la ECA mediante el ensayo de Cushman y Cheung (1971). Los
resultados fueron expresados en % de inhibicion de la ECA e ICso como se describid

anteriormente.
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Tabla 5. Composicion de los diferentes fluidos digestivos empleados en el modelo gastrointestinal simulado.

Jugo biliar (200 mL)

Jugo pancreatico (400 mL)

Saliva (200 mL) Jugo gastrico (400 mL)
Vc():::l'j])en Componente  Stock (g/L) V?:\:Ben Componente ?;c/fl)( V?::]JBEn Componente ?g/)lt_:l)( Vc():rl]JIrjw)en Componente ?gt;/)l(_:l)(
4 KCI 46.72 22.4 KCI 46.72 4.32 KCI 46.72 2.16 KCI 46.72
04 KSCN 40 0.72 KH:PO, 68 0.64 KH2PO4 68 7.12 KH2PO4 68
8 KH2PO, 68 5.2 NaHCO3 168 34 NaHCO3 42.5 3.8 NaHCO3 84
1.6 NaHCO3 84 8 NaCl 120 6.4 NaCl 120 3.2 NaCl 120
0.4 NaCl 120 0.24 Urea 225 1.92 Urea 225 2.08 Urea 225
4 Urea 225 1.6 MgClz(H20)s 30 0.88  MgCly(H0)s 30 0.44 MgCl,(H20)s 30
0.4 MgCl2(H20)s 30 0.8 NH,CI 27.28 4 NaH,PO, (H,0) 187.7
0.8 Ac. Glucorénico 9.7
0.8 Glucosamina 167.5
0.8 Dextrosa 160.35
pH 6.8 0.2 pH13x0.2 pH8.1+0.2 pH8.2+0.2




Ly

Tabla 5. Composicion de los diferentes fluidos digestivos empleados en el modelo gastrointestinal simulado (continuacién)

Por cada mL de saliva: Por cada mL de jugo gastrico: Por cada mL de jugo pancreatico: Por cada mL de jugo biliar:
Volumen Componente Stock  Volumen Componente Stock  Volumen Componente Stock  Volumen Componente Stock
(uL) (g9/L) (uL) (g/L) (nL) (9/L) (nL) (/L)
0.5 CaClz(H20). 588 0.15 CaCl;(H20) 588 0.15 CaCl;(H20) 588 0.925 CaCl;(H20): 588
20 Mucina 50 20 Mucina 70 40 Mucina 35 7.2 BSA 250
0.2 a-amilasa 125 4 BSA 250 4 BSA 250 200 Bilis 300
0.2 Lisozima 93.5 4 Pepsina 625 50 Pancreatina 360




5.8. Perfiles Peptidicos por Cromatografia Liquida de Alta Resolucion

Los perfiles peptidicos de las leches fermentadas por cepas especificas de Lc. lactis se
obtuvieron mediante cromatografia liquida de alta resolucion en fase reversa (RP-HPLC)
mediante el equipo serie 1100, de Agilent Technologies. La separacion se llevd a cabo
con una columna ZORBAX 300SB-C18 (0.075 x 150 mm, tamafio de particula de 3.5 pm
con un flujo de 0.25 mL/min. Una vez que la columna se equilibro con el disolvente A
(0.04% de &cido trifluoroacético (TFA) en agua Mili-Q), se inyectaron 20 uL de extracto
acuoso de cada leche fermentada. Los péptidos se eluyeron con un gradiente creciente de
disolvente B (TFA al 0.03% en acetonitrilo) de 0 a 45% en disolvente A durante 60 min.

Los perfiles de péptidos fueron monitorizados a 214 nm.
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5.9. Andlisis Estadistico

Se busco la normalidad de los datos por medio de estadistica descriptiva (pH, protedlisis,
porcentaje de inhibicion de la ECA e ICso). Se realiz6 un disefio completamente al azar, y
el andlisis de los datos se llevd a cabo mediante un andlisis de varianza (ANOVA). En el
caso de existir diferencias entre las medias se analizaron por la prueba de Tukey-Kramer
y se considero significativo cuando p<0.05. El anélisis para ver las diferencias antes y
después de la simulacion gastrointestinal se realizé mediante una prueba de t-pareada de
los pardmetros inhibicion de ECA e ICso y se considerd significativo cuando p<0.05.
Todos los experimentos se realizaron por duplicado. Para procesar los datos se utilizo el
programa estadistico NCSS 2007.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Cambio de pH Durante la Fermentacién

Los valores de pH en la fermentacion de la leche por Lc. lactis a 24 y 48 h se muestran en
la Figura 5. Los resultados indicaron que las leches fermentadas B-571, B-572 y la mezcla
M B-571-B-572 a 24 h de incubacion alcanzaron valores de pH a 4.29 + 0.007, 4.305 *
0.007 y 4.3 £ 0, respectivamente. Dichos valores de pH fueron similares (p>0.05) para el
caso de las leches fermentadas a 48 h por estas mismas cepas. De acuerdo a lo mencionado
por Tamine et al., (2006), el descenso de pH es un punto clave para la obtencion de leches
fermentadas. Ademas, se espera que el pH se alcance en menor tiempo y que dicho valor
de pH se mantenga estable durante su almacenamiento. Por otro lado, las leches
fermentadas B-598, B-599, Qs y B-600 presentaron diferencias significativas (p<0.05) en
ambos tiempos de fermentacion evaluados, siendo a las 48 h donde los valores de pH
fueron menores, con un rango de 4.695 + 0.007 a 4.25 = 0.014.

Estos datos son similares a los reportados por Rodriguez-Figueroa et al., (2010) para las
mismas cepas de Lc. lactis, sin contar a la mezcla de cepas M B-571-B-572 (1:1). En la
literatura cientifica se ha reportado que los productos fermentados con péptidos
inhibidores de la ECA alcanzan valores de pH entre 4 y 5. Un ejemplo de ello son los
resultados en cuanto a pH reportados por Sathya et al., (2017), quienes menciona que el
descenso de pH en leches fermentadas con actividad inhibidora de la ECA varia de 4.53 a
5.9. Caridi et al., (2003) reportaron que cepas de Lc. lactis disminuyeron el pH de leches
fermentadas a valores inferiores de 5, después de 24 h de incubacion a 30 °C. Los valores
bajos de pH alcanzados en las leches fermentadas, junto con el acido lactico y otros
metabolitos producidos durante la fermentacidn inhiben el desarrollo microbiano no

deseado.
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Cepas de Lc. lactis

Figura. 5. pH de cada muestra de leche fermentada por Lc. lactis a 24 y 48 h de incubacion.
Literales diferentes indican diferencia significativa (p<0.05) entre cepas a 24 h
(mintsculas) y 48 h (mayusculas). Medias + D.E.

6.2. Actividad Proteolitica

En la Figura 6 se muestran los resultados de proteolisis. Los valores de D.O. reportados
se encuentran relacionados directamente con los grupos amino generados por el sistema
proteolitico de las cepas (Donkor et al., 2007b). A 24 h de incubacion, las leches
fermentadas que presentaron valores promedio de D.O mas altos fueron B-571 (0.0815 +
0.002), B-600 (0.0525 £ 0.017) y la mezcla M B-571-B-572 (0.1065 £ 0.007), en contraste
con las leches fermentadas B-598 y Qs, las cuales reportaron actividades proteoliticas mas
bajas (0.011 £ 0.005 y 0.009 * 0.005, respectivamente). A 48 h, las leches fermentadas
que presentaron mayor proteo6lisis fueron las B-572 (0.2325 + 0.0007) y B-599 (0.2255 +
0.005). La leche fermentada B-598 no mostré diferencia significativa (p>0.05) en ambos

tiempos de fermentacion. En general, se pudiera interpretar que existe mayor liberacion
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de grupos aminos libres necesarios para el crecimiento de la bacteria a 48 h de
fermentacion de las leches, con respecto a 24 h.

Rodriguez-Figueroa et al., (2010) reportaron para las cepas B-572, B-599, Q3 y B-600
valores de D.O superiores a 0.20 a 48 horas de fermentacion. Por otro lado, Vasek et al.,
(2004) durante la elaboracion de queso artesanal Correntino con cepas de Lc. lactis,
reportan valores de D.O entre 0.15 y 0.25 a 48 h. Existen diversos estudios que reportan
que las BAL pertenecientes al género Lactobacillus presentan mayor capacidad
proteolitica que Lc. lactis (Olivera, 2011). Sin embargo, la actividad proteolitica no puede
ser atribuida a algun microorganismo en particular, ya que la actividad es variable por la
gran diversidad de cepas entre microorganismos de la misma especie (Baqueiro-Pefia et
al., 2004). Lo anterior concuerda con los resultados obtenidos por Dal Bello et al., (2012),
donde al evaluar la actividad proteolitica de cepas de Lc. lactis, reportaron que ocho cepas
presentan alta actividad proteolitica, cinco mostraron protedlisis media y siete cepas no
presentaron actividad. Por lo tanto, y tomando en cuenta los resultados obtenidos, junto

con los ya reportados, se encontr6 que la actividad proteolitica es cepa-dependiente.

La degradacion de las proteinas de la leche, principalmente de las caseinas, es lo que
sustenta el crecimiento de las BAL en leche, ya que la cantidad inicial de aminoacidos
libres que se encuentra presente en la misma es insuficiente para que el microorganismo
pueda crecer Optimamente. De esta manera se liberan los péptidos que se encuentren
encriptados en las proteinas de la leche (Juillard et al., 1995; Dominguez-Gonzalez et al.,
2014). Sin embargo, ha sido reportado que las cepas con una mayor actividad proteolitica
no suelen ser siempre las mas adecuadas, ya que se pueden generar péptidos que le

confieren caracteristicas no deseables a las leches fermentadas (Buffa et al., 2006).
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Figura. 6. Actividad proteolitica de leches fermentadas por cepas de Lc. lactisa24 y 48 h
de incubacion. Literales indican diferencias significativas (p<0.05) entre cepas a 24 h
(mayusculas) y 48 h (minusculas). Medias = D.E.

6.3. Ensayo in vitro de la Actividad Inhibidora de la ECA en Leches Fermentadas

La Figura 7 muestra los valores de porcentaje de inhibicién de la ECA evaluados en
extractos acuosos obtenidos de leches fermentadas a 24 y 48 h por las cepas de Lc. lactis.
De acuerdo a la figura anterior, todas las leches fermentadas presentaron actividad
inhibidora de la ECA. Dicha bioactividad puede ser atribuida a la presencia de péptidos
que ejerzan una inhibicién sobre la ECA. A 24 h de incubacion, se reportaron un rango de
57.26 £ 0.9% a 72.33 = 0.21% y no se muestran diferencias significativas (p>0.05) entre
las leches fermentadas en este periodo. Al comparar ambos tiempos de fermentacion
evaluados, los porcentajes registrados para las leches fermentadas a 48 h fueron
significativamente mayores (p<0.05) con respecto a las leches fermentadas a 24 h, siendo
las leches fermentadas B-571, B-572, B-599 y la mezcla M B-571-B-572 (1:1) alas 48 h

las que presentaron los mayores porcentajes de inhibicion de la ECA (87.68 + 2.33%, 92.2
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+ 0.40%, 93.48 + 2.21% y 92.37 £ 2.02%, respectivamente). Estos valores son similares
a los reportados por Rodriguez-Figueroa et al., (2010), en donde evaluaron la actividad
inhibidora de la ECA de extractos acuosos obtenidos de leches fermentadas por cepas de

Lc lactis a 48 h de incubacion.

1 24h B 48h

100+
904 ac

% IECA
3

B-598 B-571 B-572 B-599 Q3 B-600 M 571-572
Cepas de Lc. lactis

Figura. 7. Porcentaje de inhibicion de la ECA de leches fermentadas por cepas de Lc. lactis
a 24 y 48 h de incubacion. Literales diferentes indican diferencias significativas (p<0.05)
entre muestras de leches fermentadas. Medias + D.E.

Murgueza et al., (2006) al evaluar cepas de Lc. lactis subsp. cremoris LP25, LP26 y LP27
aisladas de leche cruda de vaca, reportaron valores de 91%, 92.8% y 91.4%,
respectivamente. Por su parte, Philanto et al., (2010) evaluaron diferentes BAL, de las
cuales Lc. lactis subsp. lactis ATCC 19435 reportaron un porcentaje de inhibicion de la
ECA en un 57%. Los resultados mostrados por Nielsen et al., (2009) sefialaron que al
evaluar leches fermentadas con cepas de Lc. lactis, mostraron porcentajes de inhibicion

de la ECA que comprenden de 25 a 33%. Estos valores son menores respecto a los
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presentados en este estudio, por lo que se puede mencionar que la actividad inhibidora de
la ECA es cepa-dependiente. Se ha postulado que la leche fermentada por una mezcla de
bacterias podria contener un mayor potencial que la leche inoculada con una sola cepa
(Kuwabara et al., 1995). De hecho, la leche agria Calpis, fermentada con Lb. helveticus y
Sacharomyces cerevisiae, ha sido la fuente de dos potentes péptidos inhibidores de la ECA
(Nakamura et al., 1995).

La determinacion de la actividad inhibidora de la ECA mediante un ensayo in vitro puede
expresarse como el porcentaje de inhibicion de dicha enzima. Sin embargo, para expresar
mejor la actividad evaluada es conveniente determinar el pardmetro ICso, que representa
la concentracion minima de proteina (concentracion peptidica) necesaria para inhibir en
un 50% la actividad de la ECA. Por ello, en la Figura 8 se muestran los valores obtenidos

de ICso para las leches fermentadas a 24 y 48 h.

Bl 24h Bl 48h
1201

1Cs0 (ng/mL)

B-598 B-571 B-572 B-599 Q3 B-600 M 571-572
Cepas de Lc. lactis

Figura 8. IC50 de leches fermentadas por cepas de Lc. lactis a 24 y 48 h de incubacion.

Literales diferentes indican diferencia significativa (p<0.05) entre muestras de leche
fermentada. Medias + D.E.
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De acuerdo a la gréafica anterior, los ICso menores correspondieron a las leches
fermentadas a 48 h B-571 (17.62 £ 0.95 pg/mL), B-572 (15.53 + 5.04 pg/mL), la mezcla
M 571-572 (1:1) (18.72 + 1.99 pg/mL) y B-599 (29.43 + 5.45 pg/mL), no habiendo
diferencias significativas entre ellas (p>0.05). Estos resultados fueron similares a los
reportados por Rodriguez-Figueroa et al., (2010), Beltran-Barrientos (2013) y Vargas
Lucero (2018).

Un valor menor de 1Cso indica que se requiere de un menor contenido de proteina peptidica
para inhibir ala ECA en un 50%, por lo que los resultados obtenidos indican que las leches
fermentadas por las cepas de estudio ejercen un potente efecto inhibidor de la ECA.
Comparando con otros estudios relacionados a productos lacteos fermentados, Leclerc et
al., (2002) al evaluar la actividad de suero procedente de leche fermentada enriquecida
con caseina, obtuvieron valores de ICso que comprendian entre 0.6 y 1.1 mg/mL. O en el
caso de la actividad inhibidora de la ECA de una leche descremada, hidrolizada por
proteasas de Saccharomyces cereviseae, donde el valor del 1Csg es de 0.42 mg/mL. Quirds
et al., (2009), registraron un valor de ICso de 0.365 mg/mL en extracto soluble obtenido

de muestras de kéfir.

6.4. Ensayo in vitro de la Actividad Inhibidora de la ECA en Leches Fermentadas

Después del Modelo Gastrointestinal Simulado

Diversos estudios han comprobado que el proceso de digestion gastrointestinal suele
repercutir en la generacion y/o inactivacion de péptidos con capacidad inhibidora de la
ECA, ya que las enzimas digestivas pueden dar lugar a péptidos con baja o nula actividad,
asi como péptidos que presenten mayor bioactividad que la secuencia precursora
(Vermeirssen et al., 2004). En la Figura 9 puede apreciarse que existen diferencias
significativas (p<0.05) entre las leches fermentadas a 24 h antes y después de ser
sometidas a condiciones gastrointestinales simuladas. Los resultados mostraron que hubo
un aumento en el porcentaje de inhibicién de la ECA, siendo las leches fermentadas B-
572 (94.56 + 2.93%), B-599 (85.97 + 2.82%) y la mezcla M B-571-B-572 (1:1) (93.98 +
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6.02 0%) las que registraron un aumento significativo de inhibicion de la ECA. Caso
contrario, la leche fermentada B-571 registro una disminucion del porcentaje de inhibicion
de la ECA después de la simulacion gastrointestinal. Este resultado pudiera relacionarse
con una hidrdlisis y/o inactivacion de los péptidos a los que se les atribuye el efecto
inhibidor de la ECA (Hernandez-Ledezma et al., 2011).

Bl 24h 1 24 hDGIS

100 — —r g —%
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B-598 B-571 B-572 B-599 Q3 B-600 M 571-572
Cepas de Lc. lactis
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Figura 9. Porcentaje de inhibicion de la ECA de leches fermentadas por cepas de Lc. lactis
a 24 h de incubacion antes y después de ser sometidas a un modelo gastrointestinal
simulado (DGIS). * indican diferencia significativa (p<0.05). Medias = D.E.

En contraste, en la Figura 10, en donde se muestran los valores de porcentaje de inhibicién
de la ECA de leches incubadas a 48 h después de ser sometidas a condiciones
gastrointestinales simuladas, las leches fermentadas B-600, la mezcla M B-571-B-572 y
Qs no mostraron diferencias significativas (p>0.05) en cuanto a la actividad inhibidora de
la ECA antes y después de la simulacion in vitro, ya que después de la digestion in vitro,

dicha leche fermentada reportd un valor de 66.97 = 3.29%. En el resto de las leches
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fermentadas a 48 h, no hubo un cambio significativo después de someterlas a la digestion
gastrointestinal simulada. Se ha contemplado la posibilidad de que el uso de enzimas
gastrointestinales sea un método eficaz para la produccion de péptidos con actividad
inhibidora de la ECA, ya que estos, al ser hidrolizados a péptidos de menor tamafio,
pueden presentar la ventaja de ser resistentes a condiciones del tracto gastrointestinales
después de su administracion oral (Matsui et al., 2002).

1 48 hDGIS

% IECA

B-598 B-571 B-572 B-599 Q3 B-600 M 571-572
Cepas de Lc. lactis

Figura 10. Porcentaje de inhibicion de la ECA de leches fermentadas por cepas de Lc.
lactis a 48 h de incubacion antes y después de ser sometidas a un modelo gastrointestinal
simulado (DGIS). * indican diferencia significativa (p<0.05). Medias + D.E.

De acuerdo con Gomez-Ruiz et al., (2004), debido a la accion de enzimas digestivas en
productos fermentados, la actividad inhibidora de la ECA puede incrementarse al haber
una formacion de secuencias peptidicas mas pequefias con un potencial inhibidor mayor
del que tenian antes de ser hidrolizadas. Maeno et al., (1996) reportaron que la capacidad
inhibidora de la ECA de un péptido se potencid después de la digestion pancreatica del

mismo, ya que antes de la digestion presentaba una actividad inhibidora muy baja. Sin
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embargo, algunos péptidos que muestren actividad inhibidora de la ECA in vitro, pueden
no presentar su potencial antihipertensivo in vivo al actuar como sustrato de la ECA
(Fujita, Yokoyama y Yoshikawa, 2000) o al ser inactivados mediante la hidrolisis de los

mMismos.

En la Figura 11, se muestran los I1Csq registrados para las leches fermentadas a 24 y 48 h,
antes y despues de ser sometidas a un modelo de digestion gastrointestinal simulado. Los
resultados mostraron que el ICso de las leches fermentadas por B-598 y B-571 a 24 h, no
fueron estadisticamente diferentes (p>0.05) a los ICso de dichas leches fermentadas antes
de ser sometidas a condiciones gastrointestinales simuladas. Por otro lado, los ICso de las
leches fermentadas B-599 (47.43 = 0.58 pg/mL), B-572 (26.71 + 1.33 pg/mL), B-600
(22.80 + 0.93 pg/mL), la mezcla M B-571-B-572 (1:1) (22.13 + 0.92 pg/mL), y Q3 (11.83
+ 1.09 pg/mL) a las 24 h, disminuyeron significativamente (p<0.05) después de ser

sometidas a digestion gastrointestinal in vitro.

En el caso de las leches fermentadas B-600, Qs y la mezcla M B-571-B-572 (1:1) a 48 h,
los 1Cso no mostraron diferencias significativas (p>0.05) después de la simulacién
gastrointestinal; en contraste con el resto de las leches fermentadas a este tiempo donde
registraron un aumento del I1Cso. Se ha reportado que los péptidos que contengan prolina
en su estructura, aquellos tripéptidos que contienen Pro-Pro en el carboxilo terminal y
aquellas secuencias de cadena corta son resistentes a proteasas digestivas (Maeno et
al.,1996; FitzGerald y Meisel, 2000). Aunque no se presentd una disminucion del ICso de
las leches fermentadas a 48 h después de la simulacion gastrointestinal; las leches
fermentadas con menor 1Cso fueron: B-572 (28.45 + 0.00 pg/mL), B-571 (27.36 £ 3.90
pg/mL), y la mezcla M B-571-B572 (1:1) (18.99 + 1.71 pg/mL).

Es importante mencionar que el ICso de la leche fermentada Qs a 24 h, fue estadisticamente
mayor (p<0.05) que todas las leches fermentadas antes de llevar a cabo la simulacién
gastrointestinal. Sin embargo, después de exponerla a condiciones gastrointestinales
simuladas, el ICso disminuy0 significativamente (p<0.05); incluso, present6 el 1Cso mas
bajo (p<0.05) con respecto a todas las leches fermentadas evaluadas. Probablemente, los
péptidos liberados a partir de esta leche fermentada, después de la simulacion

gastrointestinal presentaron mejor actividad inhibidora de la ECA y/o algunas de las
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secuencias peptidicas que pudieron estar inactivas incluso después de la fermentacion, se

activaron mediante la hidrolisis por enzimas gastrointestinales (Rai et al., 2017).

NN 24h = 24hDGIS MW 48h WH 48hDGIS
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Figura 11. I1Cso de leches fermentadas por cepas de Lc. lactis a 24 y 48 h de incubacion
antes y después de ser sometidas a un modelo gastrointestinal simulado (DGIS). * indican
diferencia significativa (p<0.05). Medias = D.E.

6.5. Perfil de Péptidos de Leches Fermentadas con Lc lactis Mediante Cromatografia

Liquida de Alta Resolucién

Por medio de la cromatografia liquida de alta resolucion en fase reversa se obtienen
cromatogramas con distintas areas, los cuales representan diferentes péptidos (Ferreira 'y
Eca, 2007). En las Figuras 12-25, se muestran los perfiles cromatograficos de las
diferentes leches fermentadas con cepas especificas de Lc. lactis. Dichos cromatogramas
comparten algunas similitudes, por ejemplo, el primer pico eluy6 después de 10 min en

todas las muestras. La mayor concentracion de péptidos eluyeron entre 10 y 30 minutos.
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Esto puede estar relacionado con la naturaleza relativamente hidrofébica del péptido, ya
que primero eluyen aquellos péptidos hidrofilicos, mientras que los hidr6fobos tienen
afinidad por la columna, la cual también es de naturaleza hidrofobica. Se ha sugerido que
existe una estrecha relacion entre la hidrofobicidad y el aminoacido cargado positivamente
en la posicion C-terminal y los péptidos inhibidores de la ECA derivados de las proteinas
lacteas (Pripp et al., 2004).

Expresando en valores numéricos las areas totales de los perfiles peptidicos de las leches
fermentadas a 24 h y las fermentadas a 48 h, la Tabla 6 indica que existié un aumento
significativo en las areas totales antes y después de haber sometido las leches fermentadas
a la simulacion gastrointestinal. Los resultados mostraron que, a 48 h de incubacion, las
areas son mayores, por lo que podria haberse dado la liberacion de mas péptidos de las
proteinas intactas de la leche después de exponer a las leches a condiciones
gastrointestinales. Sin embargo, esto no significa que dichos péptidos liberados presenten
necesariamente mayor actividad inhibidora de la ECA.

En la Tabla 7 se comparan el &rea total del perfil peptidico de cada una de las leches
fermentadas con su respectivo valor de 1Cso. Los resultados mostraron que no se encontro
una relacion significativa entre las areas y el 1Cso para las leches fermentadas a (r =-0.0167,
p>0.01), esto se debe a que no necesariamente la cantidad de péptidos asegura que se tenga
un valor bajo de ICso. Un efecto mayor en la inhibicion de la ECA, se encuentra
relacionado con la conformacién del péptido y la secuencia de los aminoacidos que

conforman al péptido (Marie-Claude et al., 2004).
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Tabla 6. Areas totales de los perfiles peptidicos de leches fermentadas por cepas de Lc. lactis, antes y después de ser sometidas a un

modelo gastrointestinal in vitro.

24 h 48 h
Leche fermentada
Antes Después Antes Después

B-598 1.39E+05 + 5.75E+02? 3.03E+05 + 1.09E+03° 1.22E+05 + 5.36E+02° 3.41E+05 + 2.59E+02¢
B-571 1.17E+05 + 5.78E+02% 3.38E+05 + 1.11E+02° 3.70E+05 + 8.86E+02° 3.41E+05 + 2.59E+02¢
B-572 1.29E+05 + 4.09E+02? 4.10E+05 + 1.07E+02° 1.18E+05 + 8.45E+01° 3.68E+05 + 1.31E+03¢
B-599 1.05E+05 + 1.33E+03? 3.06E+05+ 2.51E+03° 3.70E+05 + 8.86E+02° 3.71E+05 + 5.16E+02¢

Qs 1.15E+05 * 6.08E+02? 3.44E+05 + 2.80E+03° 1.53E+05 £ 9.86E+02° 3.40E+05 + 2.69E+02¢

B-600 1.08E+05 + 4.73E+02? 2.72E+05 + 1.44E+02° 1.08E+05+ 7.95E+01°¢ 3.13E+05 + 6.23E+02¢

M B-571-B-572 1.18E+05 + 1.95E+01% 3.66E+05 + 1.39E+03° 1.38E+05 £ 2.69E+02° 2.67E+05 + 9.57E+02¢

Literales diferentes indican diferencias significativas (p<0.05) antes y después para cada tiempo de incubacién. Los resultados son

presentados en mAU.



Tabla 7. Areas totales de los perfiles peptidicos e ICso de leches fermentadas por cepas de Lc. lactis después de ser sometidas en un
modelo gastrointestinal in vitro.

24 h 48 h
Leche fermentada

€9

Area total (MAU) ICso (g/mL) Area total (mAU) ICso (pg/mL)
B-598 3.03E+05 + 1.09E+03* 42.54 + 0.67° 3.41E+05 + 2.59E+02" 59.06 + 6.942¢
B-571 3.38E+05 + 1.11E+02° 66.90 + 12.6% 3.41E+05 + 2.59E+02" 27 36 + 3.90%
B-572 4.10E+05 + 1.07E+02° 26.71 +1.33%f 3.68E+05+ 1.31E+03° 08.45 + 0df
B-599 3.06E+05 + 2.51E+03° 47.43 + 0.58 3.71E+05 + 5.16E+02° 40.98 + 6.09¢4
Qs 3.44E+05 + 2.80E+03" 11.83 +1.09° 3.40E+05 + 2.69E+02" 7471 + 0.28°
B-600 2.72E+05 + 1.44E+02° 22.80 + 0.93% 3.13E+05 + 6.23E+02" 64.40 + 0 5420¢
M B-571-B-572 3.66E+05 + 1.39E+03° 22.13+0.92% 2.67E+05 + 9.57E+02¢ 18.99 + 1.71¢

Literales diferentes indican diferencias significativas (p<0.05) entre ambos tiempos de incubacion.
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Figura 12. Perfil de péptidos de leches fermentadas a 24 h por cepas de Lc. lactis NRRL B-50598 antes (A) y despues (D) de ser sometidas
a un modelo gastrointestinal simulado.
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Figura 13. Perfil de péptidos de leches fermentadas a 24 h por cepas de Lc. lactis NRRL B-50571 antes (A) y después (D) de ser sometidas
a un modelo gastrointestinal simulado.
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Figura 14. Perfil de péptidos de leches fermentadas a 24 h por cepas de Lc. lactis NRRL B-50572 antes (A) y después (D) de ser
sometidas a un modelo gastrointestinal simulado.
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Figura 15. Perfil de péptidos de leches fermentadas a 24 h por cepas de Lc. lactis NRRL B-50599 antes (A) y después (D) de ser sometidas
a un modelo gastrointestinal simulado.
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Figura 16. Perfil de péptidos de leches fermentadas a 24 h por cepas de Lc. lactis NRRL B-50600 antes (A) y después (D) de ser sometidas
a un modelo gastrointestinal simulado.
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Figura 17. Perfil de péptidos de leches fermentadas a 24 h por cepas de Lc. lactis Qs antes (A) y despues (D) de ser sometidas a un

modelo gastrointestinal simulado.
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Figura 18. Perfil de péptidos de leches fermentadas a 24 h por la mezcla de cepas de Lc. lactis NRRL B-50571 y NRRL B-50572 antes
(A) y después (D) de ser sometidas a un modelo gastrointestinal simulado.
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Figura 19. Perfil de péptidos de leches fermentadas a 48 h por cepas de Lc. lactis NRRL B-50598 antes (A) y despues (D) de ser sometidas
a un modelo gastrointestinal simulado.
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Figura 20. Perfil de péptidos de leches fermentadas a 48 h por cepas de Lc. lactis NRRL B-50571 antes (A) y despues (D) de ser sometidas
a un modelo gastrointestinal simulado.
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Figura 21. Perfil de péptidos de leches fer

mentadas a 48 h por cepas de Lc. lactis NRRL B-50572 antes (A) y después (D) de ser

sometidas a un modelo gastrointestinal simulado.
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Figura 22. Perfil de péptidos de leches fermentadas a 48 h por cepas de Lc. lactis NRRL B-50599 antes (A) y después (D) de ser sometidas
a un modelo gastrointestinal simulado.
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Figura 23. Perfil de péptidos de leches fermentadas a 48 h por cepas de Lc. lactis NRRL B-50600 antes (A) y despues (D) de ser sometidas
a un modelo gastrointestinal simulado.
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Figura 24. Perfil de péptidos de leches fermentadas a 48 h por cepas de Lc. lactis Q3 antes (A) y después (D) de ser sometidas a un
modelo gastrointestinal simulado.
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7. CONCLUSIONES

Las leches fermentadas a las 24 y 48 h por cepas especificas de Lc. lactis mostraron
actividad inhibidora de la ECA, siendo las leches fermentadas B-571, B-572 y la mezcla
M B-571-B-572 (1:1) a las 48 h las que mostraron menor ICsp antes de ser sometidas a
condiciones gastrointestinales simuladas. No obstante, las leches fermentadas mezcla M
B-571-B-572 (1:1) a 48 h de fermentacion, y Qz a 24 h de fermentacion, presentaron los
menores 1Cso después de la simulacion gastrointestinal in vitro. Por lo anterior, es
importante realizar estudios donde se evalle el efecto antihipertensivo de las leches

fermentadas por la cepa Qz a 24 h y la mezcla de cepas B-571-B-572 en un modelo in

vivo.
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