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RESUMEN

El sindrome metabolico (SM) es un problema de salud publica, el cual se atiende con
diferentes medicamentos que inhiben la actividad de enzimas que tienen funciones relacionadas
con las enfermedades de este padecimiento. En esta investigacion se obtuvieron péptidos de harina
de hoja de moringa para la inhibicién de las enzimas relacionadas con el SM, los cuales se
produjeron por hidrolisis enzimatica, utilizando las enzimas pepsina y pancreatina por 2 y 3 h cada
una de las enzimas. El grado de hidrolisis (GH) fue de 53.98% para los hidrolizados por 2 h (Hd
2h). Mientras que se obtuvo un valor de 92. 89% para los hidrolizados por 3 h (Hd 3h). El resultado
de capacidad antioxidante por método DPPH fue de 62.74 uM ET/g para los Hd 2h y de 92.73 uM
ET/g para los Hd 3h, mientras que por el método de ABTS fue de 63.1 uM ET/g para los Hd 2h y
de 99.62 uM ET/g para los Hd 3h. Con respecto a los resultados de la inhibicién de enzimas: para
a-glucosidasa se observo un 75.12% con los Hd 2h (ICsp 0.127 mg/mL) y un 75.08% con los Hd
3h (ICs0 0.075 mg/mL); para la inhibicidn de lipasa se mostraron resultados de 69.98% con los Hd
2h (ICso 0.210 mg/mL) y de 74.94% con los Hd 3h (ICso 0.111 mg/mL); y para la Enzima
Convertidora de Angiotensina (ECA) se mostrd una inhibicion de 76.72% on los Hd 2h (ICs0 0.033
mg/mL) y de 76% con los Hs 3h (ICs0 0.013 mg/mL). Por medio de electroforesis se pudo detectar
que la mayoria de los péptidos de las hojas de Moringa oleifera, utilizando los dos procesos de
hidrolisis, estuvieron en un rango de 5 y 2 kDa de peso molecular. Los péptidos obtenidos de la
hoja de moringa mostraron una capacidad antioxidante relevante y un peso molecular <5 kDa. Los

cuales tuvieron una capacidad inhibitoria sobre las enzimas a-glucosidasa, lipasa y ECA.

Palabras clave: Sindrome Metabolico, a-Glucosidasa, Lipasa Pancreatica, Enzima Convertidora

de Angiotensina, Péptidos e Hidrolizados.
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ABSTRACT

Metabolic syndrome (MS) is a public health problem, which is treated with different drugs with
inhibitory capacity on enzymes that have functions related to the diseases of this condition.
Moringa leaf flour peptides were obtained in order to test its antioxidant capacity and inhibitory
activity on the enzymes related to the MS, which were produced by enzymatic hydrolysis, using
the enzymes pepsin and pancreatin for 2 and 3 h. The hydrolysis degree (HD) in the hydrolysates
for 2 h (Hd 2h) was 53.98%, for each enzyme, while the hydrolysates for 3 h (Hd 3h) showed
92.89% for each enzyme. The result of antioxidant capacity by the DPPH method of 62.74 uMET/g
in the Hd 2h, and 92.73 uMET/g in the Hd 3h; while in the ABTS method it was seed at 63.1
UMET/g in the Hd 2h and 99.62 uM ET/g in the Hd 3h. Regarding the result of the inhibition of
enzymes, the Hd 2h inhibited the a-glucosidase activity 75.12% (ICso 0.127 mg / mL) while the
Hd 3h 75.08% (ICso 0.075 mg/ mL). Lipase activity was inhibited by the Hd 2h in 69.98% (ICso
0.210 mg /mL) and the Hd 3h inhibited 74.94% (ICs0 0.111 mg / mL). The Angiotensin Converting
Enzyme (ACE) showed an inhibition of 76.72% (ICso 0.033 mg /mL) in the Hd 2h; and of 76%
(ICs0 0.013 mg/mL) with the Hd 3h. Trough electrophoresis it was possible to detect the most of
the peptides obtained from the leaves of Moringa oleifera, using the two hydrolysis processes, they
were in a range of 2 and 5 kDa of molecular weight. It can be concluded that the peptides obtained
from the moringa leaf that have a relevant antioxidant capacity and a molecular weight <5 kDa
were the ones that showed the greatest inhibitory capacity on the enzymes a-glucosidase, lipase

and ECA

Keywords: Metabolic Syndrome, a-glucosidase, pancreatic lipase, Angiotensin Converting

Enzyme, Peptides and Hydrolysates.
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1. INTRODUCCION

El sindrome metabolico (SM) es un conjunto de factores interrelacionados entre
enfermedad cardiovascular (ECV), diabetes mellitus tipo 2 (DM2) y obesidad. El interés hacia este
padecimiento se ha centrado en que el posible factor de enlace entre todos los factores es la
resistencia a la insulina. Se ha demostrado que el sindrome es comun y que tiene una creciente
prevalencia en todo el mundo, que se relaciona principalmente con el aumento de la obesidad y el
estilo de vida sedentario (Alberti et al., 2009).

El enfoque para controlar el SM y sus posibles complicaciones de hiperglucemia puede ser utilizar
diferentes estrategias, como la inhibicion de la enzima a-glucosidasa para la DM2; para el control
de la hipertension arterial se utilizan inhibidores de la Enzima Convertidora de Angiotensina (ECA)
y para el control de la obesidad se busca que esta sea por medio de una alimentacién mas saludable,
pero se han utilizado inhibidores de la enzima lipasa pancreatica (Nakano et al., 2006).

Estudios epidemioldgicos muestran una relacion entre el uso de medicamentos inhibidores de estas
enzimas y la disminucion de sintomas. No obstante, el uso prolongado de estos medicamentos
inhibidores puede generar la aparicion de efectos secundarios dafiinos a la salud (Bataller y
Balaguer, 2004). Aunque, también se intenta prevenir este tipo de padecimiento con alternativas
naturales, como alimentos con propiedades bioactivas, que inhiben enzimas que estan relacionadas
con el SM (Mojica et al., 2015). Una de estas alternativas han sido los péptidos bioactivos
provenientes de diferentes fuentes alimenticias.

Los péptidos bioactivos se consideran fragmentos de proteinas (de 2 a 20 aminoacidos) especificos
que son inactivos dentro de la secuencia de la proteina original. Después de que se liberan por
hidrélisis enzimatica, pueden ejercer diversas funciones fisiologicas (Meisel y FitzGerald, 2003).
Se ha demostrado que los péptidos bioactivos poseen funcion antioxidante que les brinda una
funcion compleja para la inhibicion de enzimas como o-glucosidasa, lipasa pancreatica y ECA
(Power et al., 2012). También se ha demostrado que, los hidrolizados de proteinas y péptidos de
origen vegetal son capaces de inhibir estas enzimas in vitro (Konrad, 2014).

En los ultimos afos, la industrializacion global y el aumento de la demanda de productos para
consumo humano han aumentado considerablemente, por lo cual la biisqueda de nuevas fuentes de

proteinas que no compiten con los que ahora estan disponibles es de mayor importancia.
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El estudio de fuentes no convencionales de proteina de origen vegetal y que han sido poco
explotadas pueden representar un gran potencial como fuente de proteina y péptidos bioactivos
benéficos a la salud del ser humano, ademés de generar informacion que contribuya a la promocion
de consumo y revaloracion. Moringa oleifera es una fuente vegetal de alto contenido en proteina,
vitaminas, f-caroteno y compuestos fendlicos (Foidl et al., 1995; Smaranayaka y Li-Chan, 2011).
Por ello la presente investigacion plantea la utilizacion de hojas de Moringa oleifera para la

obtencion de péptidos con actividad bioldgica.
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2. ANTECEDENTES

2.1. Sindrome Metabolico

En la actualidad la alimentacién con un alto consumo en grasas saturadas y azucares refinados,
ademas del estilo de vida sedentario, provoca un estrés oxidativo en el ser humano. El estrés
oxidativo es el proceso de deterioro celular provocado por los radicales libres; y cuando existe un
desequilibrio entre los radicales libres y los antioxidantes para combatirlos, se produce este estrés.
Mais aun es uno de los factores para padecer diversas enfermedades como céncer, diabetes,
obesidad, entre otras, cuando una persona padece diversas enfermedades al mismo tiempo se puede
decir que presenta sindrome metabélico (Alvarez-Dongo et al., 2012).

El sindrome metabdlico (SM) es un conjunto de factores interrelacionados de enfermedad
cardiovascular, resistencia a la insulina, diabetes mellitus tipo 2 (DM2) y obesidad (Alberti et al.,
2009).

En el Cuadro 1 se muestran los factores que se consideran para determinar si una persona tiene

SM:

Cuadro 1 Parametros establecidos por la OMS para determinacion del SM
Componentes Medida Punto de corte

Obesidad Circunferencia de cintura > 90 cm en hombres
> 80 cm en mujeres

Triglicéridos altos Triglicéridos > 150 mg/dL
Colesterol HDL bajo CHDL <40 mg/dL en hombres
<50 mg/dL en mujeres
Presion arterial alta PA sistolica > 130 mmHg
PA diastdlica > 85 mmHg
Alteraciones en la Glucemia > 100 mg/dL ayunas
regulacion de la glucemia 140 mg/dL en PTOG

Guias de Asociacion Latinoamericana de Diabetes (ALAD) de la OMS (2008)
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Se estima que alrededor del 20 al 25% de la poblacion mundial presenta SM, el cual triplica el
riesgo de un evento cardio-cerebrovascular y cinco veces mdas riesgo de desarrollar DM2,
convirtiéndose asi, en un problema de salud publica (Garcia y Aleman, 2014).

En México el SM también representa un problema en aumento, el doctor Flores Saenz expuso que
el infarto al miocardio, los ictus y la enfermedad cardiovascular no isquémica son las causas de
fallecimiento hasta del 80% de las personas con DM2, ademas de tener una accion sinérgica con
otros factores de riesgo, como el tabaco, la hipertension arterial y la dislipidemia. Esto es cuando
el paciente presenta todos estos factores ya es considerado como paciente con SM. Cuatro de cada
diez mexicanos presentan SM; México ocupa el séptimo lugar mundial con 10.3 millones de
personas que padecen DM2 entre la poblacién mayor de 20 afios, es por ello que se considera que
el SM va seguir aumentando afio con afio ya que se cree que este es el principal factor para presentar
SM (UAM, 2015).

Segun la Federacion Internacional de Diabetes (IDF, 2017), la prevalencia de DM en Norte
América y el Caribe en adultos de 18-99 aios, es de 5-9%. Los 5 paises de Norte América y el

caribe con mayor poblacion con DM son los que se muestran en el Cuadro 2:

Cuadro 2 Paises con el mayor nimero de personas con DM

Pais Personas con DM (18-99 arios)
Estados Unidos de América 33,517,033
México 12,477,291
Canada 2,950,176
Haiti 372,541
Jamaica 224,939

8th Edicion IDF (2017)

La DM2 se ha considerado un factor determinante para presentar SM, y por las altas cifras de

personas con este padecimiento en nuestro pais se considera que va seguir en aumento, se cree que
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en 10 afios la poblacion con SM serd el doble de lo que se presenta actualmente (Alberti et al.,
2009).

Para el control del SM se utilizan varios medicamentos, cada uno de ellos dirigido a las diferentes
enfermedades que el paciente presenta, la mayoria de estos medicamentos son inhibidores de
enzimas, estos inhiben a las enzimas relacionadas con la enfermedad por la funcién que estas

presentan en el organismo.

2.2. Enzimas Relacionadas con el Sindrome Metabolico

2.2.1. a-Glucosidasa

La a-glucosidasa es una enzima que se encuentra presente en la mucosa epitelial del intestino
delgado y tiene la funcion de degradar polisacaridos en monosacaridos absorbibles, como se
muestra en la Figura 1. Los inhibidores de la a-glucosidasa pueden retardar la absorcion de
carbohidratos de la dieta y suprimir la hiperglucemia postprandial y son utiles para el tratamiento
de la DM2; ya que al inhibir a la enzima no se degradan los polisacaridos en monosacaridos, por
lo tanto, no son absorbibles para el organismo, generando asi la reduccién de glucosa disponible

en sangre (Luna y Flengos, 2001).
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Figura 1 Funcién de a-glucosidasa intestinal (AJCC, 2018; Cuéllar y Sigiienza, 2019)
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2.2.2. Lipasa Pancreatica

Las lipasas son esencialmente importantes para que se lleve a cabo el proceso digestion, absorcion
y metabolismo de lipidos dietarios de manera eficiente, como se muestra en la Figura 2. Para ello,
diversas lipasas participan en este complejo proceso, siendo de gran importancia aquellas que estan
involucradas en las etapas de digestion de lipidos a lo largo del tracto gastrointestinal (Whitcomb
y Lowe, 2007). La mayor parte de la hidrdlisis de lipidos se lleva a cabo en el duodeno, por lo que
las lipasas que actian a este nivel son de especial interés, ya que estas son las que provocan que el
organismo absorba las grasas y estas puedan ser utilizadas en diversas funciones del organismo,
como la produccion de energia; pero al no ser utilizadas las grasas que se consumen en gran
cantidad en la dieta diaria, estas suelen almacenarse en el organismo provocante asi el aumento de
masa grasa en el cuerpo produciendo la obesidad. Con los medicamentos se busca inhibir esta
enzima para el tratamiento de la obesidad, ya que se llega a prolongar la absorcion de grasas y

suelen ser excretadas al no ser absorbidas (Keller y Layer, 2005; Lowe, 2002).
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Figura 2 Digestion y absorcion de lipidos (Fox-Ira, 2017)
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2.2.3 Enzima Convertidora de Angiotensina (ECA)

La ECA es un catalizador producido por las células endoteliales, que convierte el decapéptido
inactivo angiotensina I mediante la eliminacion de un dipéptido de su extremo carboxi-terminal en
el octapéptido activo angiotensina II, el cual es un potente vasoconstrictor. No es una enzima
especifica, ya que desdobla otras peptidasas (bradicinina, encefalinas, y sustancia P). Es una
cininasa que activa la angiotensina Il vasoconstrictora e inactiva la bradicinina vasodilatadora. La
mayoria de las ECA en el organismo, estin unidas a las membranas plasmaticas (células
endoteliales, células epiteliales como la del tibulo renal proximal, células neuroepiteliales,
prostata, etc.) y su escision proteolitica provoca la liberacion (ECA soluble en sangre, orina, linfa,
edema pulmonar, liquido cefalorraquideo, etc.). La fuente principal de ECA es el rifidn, en el borde
en cepillo del tabulo proximal (Mauer-Diaz et al., 2001). En la Figura 3 se muestra el
funcionamiento del sistema renina-angiotensina-aldosterona en el cual al ECA interacciona para la

regulacion de la presion arterial.
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Figura 3 Sistema renina-angiotensina-aldosterona en la regulacion de la presion arterial (Moya-
Zeledon et al., 2012)
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2.3.  Medicamentos para el Tratamiento del Sindrome Metabolico

2.3.1 Acarbosa: Inhibidor de a-Glucosidasa

Uno de los enfoques terapéuticos mas importantes para disminuir la hiperglicemia postprandial es
retardar la absorcion de la glucosa a través de la inhibicion de las enzimas que hidrolizan
carbohidratos como a-glucosidasa (Sevilla-Asencio et al., 2013).

La Acarbosa inhibe de forma competitiva y reversible a la a-glucosidasa de las microvellosidades
intestinales, retrasando la absorcion de los hidratos de carbono complejos y disminuyendo el pico
glucémico posprandial. En monoterapia no producen incremento de peso ni hipoglucemia

(Martinez-Castelao et al., 2012).

2.3.2 Orlistat: Inhibidor de Lipasa Pancreatica

Para el tratamiento de la obesidad, se pueden utilizar diferentes métodos, entre los que estan, el
cambio de vida con una dieta saludable y ejercicio, la cirugia bariatrica y por farmacoterapia. Los
avances mas interesantes en el tratamiento de la obesidad estan en la terapia farmacoldgica, la cual,
al combinarse con un mejor y adecuado estilo de vida del individuo, favorece la disminucion de
peso significativamente. Su indicacidn esta restringida a personas con un IMC mayor de 27 a 30
kg si presenta comorbilidades (Lanchero-Barrios, 2016).

El Orlistat se une covalentemente a la Ser152 en el sitio activo de la lipasa pancreatica y forma un
complejo estable, que inactiva la enzima, haciéndola incapaz de hidrolizar los triglicéridos y, por

tanto, las grasas no absorbidas seran expulsadas en las heces fecales (Suwailem et al., 2006).
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2.3.3. Captopril: Inhibidor de ECA

El Captopril es un inhibidor de ECA que actia bloqueando la proteina peptidasa del centro activo
de la misma. La peptidasa, una enzima convertidora que hidroliza la angiotensina I en angiotensina
II e inactiva a la bradicina, un potente vasodilatador que actuia al menos en parte por estimulacion
de la secrecion de o6xido nitrico y prostaciclina. La actividad hipotensora del captopril es resultado
de una accidn inhibitoria sobre el sistema renina-angiotensina y una estimulante del sistema

calicreina-cinina, inhibiéndola del 75-85% (Katzung y Trevor, 2016).

2.4. Efectos Adversos de Medicamentos Alopaticos

2.4.1. Insuficiencia Renal

La Food and Drug Administration (FDA, 2016) ha reforzado la advertencia existente acerca del
riesgo de lesion renal aguda para los medicamentos para la diabetes tipo 2, ademas de la existencia
de otros medicamentos que utilizados por largos periodos de tiempo también pueden llegar a
predisponer al paciente a padecer insuficiencia renal. Por ello considera que los profesionales de la
salud deben tomar en cuenta los factores que pueden predisponer a los pacientes a sufrir una lesion
renal aguda antes de comenzar el tratamiento con diuréticos. Entre los factores a considerar se
encuentran la disminucién del volumen de la sangre, la insuficiencia renal cronica, la insuficiencia
cardiaca congestiva y tomar otros medicamentos como, medicamentos para la presion arterial
llamados inhibidores de ECA y bloqueador de receptores de angiotensina, y medicamentos
antiinflamatorios no esteroideos (AINE). Evaluar la funcion renal antes de comenzar el tratamiento

y monitorearla periddicamente después.
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2.4.2. Daio Hepatico

El higado es un 6rgano excepcional, aunque subestimado. Convierte los nutrientes que ingerimos
en sustancias que el cuerpo puede aprovechar, y las toxinas en sustancias inofensivas, o se asegura
de que sean eliminadas del organismo. Cuando el higado funciona bien, nuestro metabolismo
muestra un equilibrio. Pero a veces los medicamentos y los suplementos alimenticios pueden causar
estragos en ese sistema, acarreando problemas hepaticos peligrosos. La FDA, se esfuerza por
prevenir los dafios hepaticos ocasionados por los medicamentos; “cualquier medicamento puede
ocasionar problemas hepaticos peligrosos, pero afortunadamente este tipo de problemas rara vez
ocurre”, segun el Dr. John R. Senior “Es dificil predecir como afectaran los medicamentos el
higado porque la manera en que cada paciente responde a un medicamento determinado es
diferente. El objetivo es prevenir la toxicidad en los fArmacos”. Los medicamentos de venta sin
receta son los causantes de mas casos de fallos hepaticos fulminantes. La FDA ha identificado
varios casos de dafios hepaticos ocasionados por suplementos alimenticios. Por ejemplo, la
dependencia ha emitido avisos de salud publica y enviado cartas de advertencia a las empresas que
comercializan suplementos para adelgazar o para aumentar la masa muscular. En cierto caso, una
empresa de Texas aceptd retirar y destruir ciertos suplementos alimenticios tras descubrir una
interrelacion entre esos productos y los casos de insuficiencia hepatica y de hepatitis cuyo origen
no es viral (FDA, 2014).

Es por ello que se buscan nuevas alternativas para el tratamiento de los padecimientos relacionados
con el SM, como pueden ser un cambio de vida a un estilo mas saludable, una dieta rica en alto
contenido de antioxidantes, y algunos compuestos que puedan inhibir estas enzimas como los

péptidos bioactivos.

2.5.  Péptidos Bioactivos.

Los péptidos se consideran fragmentos de proteina especificos (de 2 a 20 aminoacidos) que son

inactivos dentro de la secuencia de la proteina original, pero después de algiin proceso donde se
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corta la proteina como la hidrélisis enzimatica y se liberan los péptidos, pueden ejercer diversas
funciones fisiologicas (Meisel y FitzGerald, 2003). Los péptidos pueden obtenerse a partir de la
digestion de proteinas de origen animal o vegetal, ya sea empleando enzimas endogenas o
exdgenas, fermentacion microbiana, procesamiento y durante la digestion gastrointestinal
(Smaranayaka y Li-Chan, 2011).

La mayor actividad de los péptidos comparada con los aminoacidos libres se debe a las propiedades
fisicoquimicas unicas conferidas por sus secuencias de aminoacidos. La mayoria de los péptidos
derivados de fuentes alimentarias presentan intervalos de peso molecular de 500 a 1800 kDa.
Asimismo, a menudo incluyen restos de aminoacidos hidrofobicos como valina (Val) o leucina
(Leu) en el grupo amino terminal, asi como prolina (Pro), His-Tir-Trp-Met-Cis en sus secuencias.
Se ha estimado la actividad antioxidante de una biblioteca de tripéptidos estructuralmente
relacionados con Pro-His-His, empleando un sistema de peroxidacion del &cido linoléico,
encontrando que los tripéptidos que contienen residuos de triptofano (Trp) o tirosina (Tir) en el
carbono terminal presentan una fuerte actividad de captacion de radicales libres (Saito et al., 2003).
También se ha encontrado que los péptidos pueden ejercer un fuerte efecto sinérgico con algunos
otros antioxidantes, por ejemplo, los compuestos fendlicos (Wang y Gonzalez de Mejia, 2005). Por
lo cual se cree que los péptidos bioactivos tienen una funcidon antioxidante, que les brinda una
funcion compleja que les permite inhibir enzimas como a-glucosidasa. También se les atribuye
actividad antihipertensiva, hipocolesterolémiante, citomoduladora, opioide, antitrombotica,
inmunomoduladora, anticarcinogénico e incluso capacidad antiobesogénica (Power et al., 2012).
Desde el descubrimiento del pentapéptido inhibidor de la ECA a partir del veneno de serpiente, se
han seguido estudiando estos péptidos, tanto de origen animal como vegetal, pero que contengan
esa cualidad de inhibicion de la ECA (Ferreira et al., 1970); ECA convierte a Angiotensina I, un
péptido de 10 aminoacidos (Asp-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-Phe-His-Leu) en Angiotensina II, al
cortar o eliminar los aminoacidos His-Leu de la parte terminal, siendo la Angiotensina II un vaso
constructor que provoca elevacion del flujo sanguineo; los péptidos bioactivos compiten con la
Angiotensina I para funcionar como el sustrato de ECA logrando asi su inactivacion (Cheun et al.,
1980), ya se han establecido cadenas peptidicas de proteinas especificas que inhiben a esta enzima
por ejemplo: Leu-Ile-Tyr-Pro-Phe-Val-Glu-Pro-Ile-Pro proveniente de h-B-caseina, Pro-Thr-His-
I[le-Lys-Trp-Gly-Asp proveniente de musculo de atun (Thunnus thynnus) y Gly-Val-Tyr-Pro-His-
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Lys proveniente de bonito (Sarda sarda), son algunas de las cadenas ya establecidas (Yamamoto,
1997).

Con péptidos producidos a partir de carne de bonito seco utilizando la enzima termolisina y
sometidos a ultrafiltracion, los cuales se administraron en la dieta a ratas espontineamente
hipertensas, en una dosis de 1.5 g/dia, mostraron un efecto antihipertensivo dos veces mayor
comparado con una solucion ya establecida para la hipertension (KO) (Fujita et al., 2001). Péptidos
obtenidos de proteina de soya utilizando columnas de intercambio catiénico para obtener las
distintas fracciones de pesos moleculares y después por ultrafiltracion, mostraron capacidad
inhibitoria media (ICso 0.65 mg/mL) in vitro de ECA (Wu y Ding, 2002).

Aunque existen diversas técnicas para obtener péptidos bioactivos como hidrolisis quimica,
hidrdlisis enzimatica y fermentacion bacteriana, los estudios realizados han demostrado que la
hidrdlisis enzimatica es un método muy eficiente para la obtencion de péptidos bioactivos de origen
vegetal (Korhonen y Pihlanto, 2006), ya que este es uno de los métodos en los que se simula la
digestion natural de las proteinas en el organismo (Sewald y Jakubke, 2002). Mientras que para la
confirmacion de la formacién de péptidos demostrando como se separa la proteina y el peso
molecular que llegan a tener los péptidos formados por el proceso de hidrolisis enzimatica, uno de
los métodos utilizados es la electroforesis SDS-PAGE (Corona et al., 2017; Bueno-Gavila, 2017).
Se han establecido diversas funciones de los péptidos ademas de inhibir a la ECA o como es que
alguna otra funcion les brinda mayor capacidad inhibitoria, como es la funcién antioxidante. En
péptidos de hoja de alfalfa (Medicago sativa) obtenidos por medio de hidrdlisis enzimatica con la
enzima alcalasa, se determiné la capacidad antioxidante de estos por el método colorimétrico de
DPPH comparado con el glutation reducido. Los péptidos con una concentracion de 1.60 mg/mL
mostraron una capacidad de inhibicion del radical de DPPH del 79.71% y la del glutation reducido
de > 80% en una concentracion de 0.4 mg/mL. Ademas, los péptidos mostraron un efecto quelante
del 65.15% sobre los iones ferrosos a una concentracion de 0.50 mg/mL. En la determinacion del
peso molecular de los péptidos, la mayoria mostraba un peso inferior a 1000 Da, pudiendo concluir
que esos péptidos eran los que mostraron la mayor capacidad antioxidante (Xie et al., 2008).
También se han inhibido otras enzimas con péptidos bioactivos como por ejemplo la dipeptidil
peptidasa IV (DPP IV), enzima de gran importancia, relacionada con el DM2; es por ello que se
busca que los péptidos puedan tener la cualidad de inhibir a esta enzima (Roy et al., 2010;

Nongonierma y FitzGerald, 2016). Los péptidos obtenidos de suero de leche bovina tratados con
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la enzima pepsina mostraron la capacidad de inhibir a esta enzima. De la hidrolisis se pudieron
identificar 24 péptidos derivados de a-lactoalbiminay 11 de B-lactoglobulina. Los fragmentos con
la mayor inhibicion sobre la enzima DPP IV fueron del péptido de a-lactoalbimina Leu-Cys-Ser-
Glu-Lys-Leu-Asp-Gln y el péptido de B-lactoglobulina Leu-Lys-Pro-Thr-Pro-Glu-Gly-Asp-Leu
con un 46 y 73% de inhibicion de la enzima, respectivamente, aunque el conjunto peptidico mostro
una mayor capacidad inhibitoria (Lacroix y Li-Chan, 2014).

En los estudios sobre péptidos bioactivos se ha demostrado que se puede inhibir las enzimas DPP
IV, la ECA y a-glucosidasa, pero atn no se han realizado estudios para demostrar la inhibicioén de
lipasa pancreética. Aun cuando no se ha inhibido con péptidos se han realizado estudios para inhibir
esta enzima con otros componentes como es con el medicamento Orlistat, donde se comprob6 que
este medicamento en personas obesas tiene un efecto en la reduccion del peso corporal de 1.75 +
0.54 kg con 36 mg por dia del medicamento; el cual se les administro en el lapso de 12 semanas
(Drent et al., 1995). También se han realizado estudios para la inhibicion de lipasa pancreética con
extractos de polifenoles como el realizado con polifenoles del arbol mistol (Ziziphus mistol); los
compuestos polifenolicos demostraron tener la capacidad de inhibir a la enzima, siendo su ICs0 5.9
+ 0.5 mg/mL (Orqueda et al., 2017). También con un extracto polifendlico de orégano se logro
inhibir a la enzima lipasa pancreatica en su fase intestinal hasta un 54.54% (Gutiérrez-Grijalva et
al., 2019).

La mayoria de los estudios realizados sobre la obtencion de péptidos se han realizado en proteinas
de origen animal por ser mas viable (Darewicz, Dziuba y Minkiewicz, 2007). Pero también se han
estudiado en diferentes fuentes de origen vegetal, una de las fuentes que proporciona la mayoria de
los péptidos de origen vegetal es la soya. Se han encontrado 28 péptidos relacionados
estructuralmente con Leu-Leu-Pro-His-His y se observo que la secuencia Pro-His-His era el sitio
mas activo, lo cual hace pensar que los péptidos que contienen histidina pueden actuar como
quelantes de iones metalicos, captadores de radicales e inactivadores de especies reactivas de
oxigeno (ERO) contribuyendo a su actividad (Wang y Gonzalez de Mejia, 2005).

Es por ello que la mayoria de los estudios que se han realizado sobre péptidos de origen vegetal se
han centrado en las semillas o leguminosas, ya que, es donde se encuentra la mayor concentracion
de proteina. En un estudio se generaron péptidos bioactivos por hidrolisis con pepsina-pancreatina
con una duracion de 2 h por cada una de las enzimas, utilizando 5 variedades de frijol comun

Phaseolus vulgaris (pinto, rojo, marino, negro y gran norte), pre cocidos y crudos a los cuales se
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les midid la capacidad antioxidante por el método de ORAC y capacidad inhibitoria de a- amilasa,
a-glucosidasa, DPP IV y ECA. Se identificaron un total de 11 y 17 secuencias de péptidos
biologicamente activos en frijoles crudos y pre cocidos, respectivamente. La mayor capacidad
antioxidante se obtuvo de los péptidos de frijol negro pre cocidos la cual fue de 610.5 mM ET/g.
Por otra parte la mayor capacidad para inhibir las enzimas fueron para a-amilasa con un 38% los
péptidos de frijol rojo crudo; para a-glucosidasa con un 70% los péptidos de frijol negro crudos;
para DPP IV, se logro el ICso, con una concentracion de 0.093 mg de proteina/mL, de los péptidos
de frijol marino crudo; y para ECA, el ICso, se logré con una concentracion de 0.2 a 0.5 mg de
proteina/mL de todas las variedades y tanto en crudos y pre cocidos. También lograron identificar
que los péptidos con un peso molecular <3 kDa eran los que mostraban mayor capacidad inhibitoria
(Mojica et al., 2015).

Debido a todo lo anterior se ha establecido que los péptidos con mayor capacidad antioxidante por
diferentes métodos como son ORAC, DPPH y ABTS, ademas que presentan un peso molecular
<10 kDa son los péptidos que llegan a mostrar mayor capacidad inhibitoria sobre diversas enzimas,
ademas llegan a mostrar mayor eficiencia si el peso molecular es <3 kDa.

Para la obtencion de péptidos de origen vegetal han sido mayormente estudiados de las semillas y
leguminosas, pero estas tienen algunos inconvenientes ya que suelen tener componentes
alergénicos que el organismo no los reconoce como propios. Ademas de los componentes
antinutricionales, que suelen generar interaccion con otros como vitaminas y minerales, impidiendo
que estos sean absorbidos por el organismo. Por otro lado las proteinas vegetales procedentes de
fruto y de la hojas (fuente no convencional), el organismo las reconoce como propias, ademés de
que ayudan a la absorcion de algunos componentes; por ello se propone el estudio de péptidos de

una fuente no convencional como es la hoja de la Moringa oleifera (Elizalde et al., 2009).

2.3. Moringa oleifera L.

Se siguen buscando péptidos de fuentes no convencionales como son las hojas de las plantas, es
por ello que para realizar esta investigacion, el interés es encontrar péptidos bioactivos de hoja de

Moringa oleifera, ya que hay estudios que demuestran que esta planta posee un alto contenido de
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proteina en su hoja del 25-30% (Castillo-Lopez et al., 2017). Ademas diferentes partes de la planta
contienen un perfil de minerales importante, y son una buena fuente de proteinas, vitaminas, f3-
caroteno, aminodacidos y varios compuestos fenolicos (Foidl et al., 1995; Anwar et al., 2007).

Ya se han realizado estudios de péptidos bioactivos de moringa y en su mayoria han sido en la
semilla. En un estudio donde se obtuvieron péptidos de semilla de Moringa oleifera por hidrolisis
enzimatica, con los tratamientos con tripsina, quimiotripsina y pepsina-tripsina por 2.5y 5 h, se
determiné el peso molecular por electroforesis donde los péptidos obtenidos oscilaron de 6 a 50
kDa. Se midi6 la capacidad antioxidante de los péptidos por el método colorimétrico de ABTS,
donde obtuvieron una capacidad de 27.43 mM ET/mg de proteina. Esta propiedad la mostraron los
péptidos con un peso <10 kDa y producidos con el tratamiento de tripsina por 5 h. También
determinaron la capacidad inhibitoria de los péptidos en las enzimas de ECA, donde con los
péptidos <10 kDa obtenidos por el tratamiento de pepsina-tripsina por 5 h determinaron la ICso con
0.226 pg de proteina/puL, y con esos mismos péptidos lograron inhibir a a-glucosidasa obteniendo
el ICso con una concentracion de 0.123 pg de proteina/uL (Gonzalez-Garza et al., 2017). En otro
estudio con semilla de Moringa oleifera se obtuvieron péptidos mediante hidrolisis enzimatica con
alcalasa, tripsina y pepsina por 3 h, a los cuales se les midio la capacidad antioxidante por el método
colorimétrico de DPPH, se observd que los péptidos obtenidos con pepsina lograron tener una
capacidad antioxidante de un 35.99%, comparada con el glutatiéon reducido que fue de 69%, y
lograron el mayor porcentaje de inhibicion de ECA con los péptidos obtenidos con alcalasa que
fue de 79.30% (Aderinola et al. 2018).

La hoja de la moringa ha sido utilizada para consumo humano y animal por su alto contenido de
proteinas, vitaminas y minerales. Se ha demostrado que puede combatir la desnutricion de
poblaciones infantiles y maternales desprotegidas (Fahey, 2005). Las hojas de moringa poseen un
porcentaje similar de proteina a la del huevo, y superior en un 50% de los lacteos, ademas de poseer
cuatro veces mas calcio que la leche de vaca, cuatro veces mas vitamina A que la zanahoria, siete
veces mas vitamina C que la naranja, cuatro veces mas hierro que la espinaca, tres veces mas
potasio que el platano y tres veces mas magnesio que la lechuga (Alfaro y Martinez, 2006;
Enriquez, 2013). Sus hojas verdes corresponden al grupo de alimentos que se utilizan como una
fuente de alimento importante en todas las partes del mundo (Yang y Tsou, 2006; Saini et al.,

2014).
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La Moringa oleifera es una planta con propiedades antioxidantes. En un estudio realizado con
plantas de moringa de diferentes tamanos, analizaron la capacidad antioxidante de la hoja por el
método de ORAC, donde obtuvieron su mayor capacidad antioxidante en las hojas del arbol con la
altura de 250 cm la cual fue de 648.82 uM ET/g (Guzman et al., 2015). En otro estudio se
caracterizo el contenido de proteinas en la harina de hoja de Moringa oleifera de 2 variantes, vaina
corta y vaina larga. El valor méas elevado de proteina se encontro6 en la variante de vaina larga 30%,
también analiz6 el contenido de aminoacidos y se encontré un elevado contenido en tirosina de
3.95 g por 100 g de muestra, e histidina de 2.59 g por 100 g de muestra. En el andlisis de capacidad
antioxidante por el método de ORAC, el valor mas elevado se encontrd en la variante de vaina
corta con 182.31 umol/ET g y por el método de DPPH el valor més elevado se encontr6 en la
variante de vaina larga 981.22 umol/ET g (Castillo-Lopez et al., 2017).

Lo que hace a Moringa oleifera una fuente de interés para el estudio ya que es rica en proteinas y
presenta actividad antioxidante. Estas propiedades podrian brindarle la factibilidad de contener
péptidos bioactivos con capacidad antioxidante y capacidad inhibitoria de enzimas relacionadas

con el sindrome metabdlico.
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3. HIPOTESIS

Los péptidos obtenidos de la hoja de Moringa oleifera presentan capacidad antioxidante
por los métodos de DPPH y ABTS entre los 80-150 uM ET/g. Un efecto inhibitorio sobre las
enzimas, o-glucosidasa, lipasa y ECA, con resultados de inhibicion: > 65%. Y la mayoria de los

péptidos obtenidos de la hoja de Moringa oleifera presentan un peso molecular <10 kDa.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo General

Evaluar la actividad inhibitoria de los péptidos bioactivos de hoja de Moringa oleifera L.

en las enzimas a-glucosidasa, ECA y lipasa.

4.2. Objetivos Especificos

1. Obtener los péptidos bioactivos de hoja de Moringa oleifera por hidrélisis enzimatica con

pepsina y pancreatina.

2. Determinar la capacidad antioxidante de los péptidos de hoja de Moringa oleifera

3. Evaluar la capacidad inhibitoria de los péptidos de hoja de Moringa oleifera en las enzimas

a-glucosidasa, ECA y lipasa.

4. Determinar el peso molecular de los péptidos de hoja de Moringa oleifera.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Muestras

La harina de Moringa oleifera se obtuvo de un proyecto anterior del laboratorio de Alimentos
Funcionales y Nutracéuticos del Centro de Investigacion en Alimentacién y Desarrollo;
proveniente del campo experimental localizado en la comunidad “la Campana” en Culiacén,

Sinaloa, México.

5.2. Concentrado Proteico de la Hoja de Moringa oleifera L.

La obtencion del concentrado proteico se llevo a cabo siguiendo la metodologia de Mojica et al.
(2015), con modificaciones. Se peso la harina de hoja de moringa y se le agrego6 agua destilada (10
mL/g). Después de homogenizar la mezcla se ajust6 el pH al punto isoeléctrico de la moringa (10.5-
11) con NaOH (2 N), para provocar la suspension de la proteina soluble. Se dejo en agitacion por
1 h a 200 rpm. Se centrifugd a 5000 rpm a 4 °C por 15 min y se recuper6 el sobrenadante, al cual
se le ajusto el pH a 4 con HCI (3 N) para asi precipitar la proteina soluble. Se centrifugd a 10000
rpm a 4 °C por 20 min. Se retird el sobrenadante y se conservo el pellet el cual se almacend en
congelacion a -20 °C. El proceso se repitid 4 veces, y los pellets obtenidos se colocaron a -80 °C

por 30 min. Por ultimo las muestras fueron liofilizadas por 72 h.

5.3. Hidrolisis Enzimatica

El proceso se llevo a cabo con la metodologia de Megias et al. (2004), con modificaciones. Se pesé

el concentrado proteico de la hoja de moringa, se le agregd agua destilada (25 mL/g) se ajust6 el
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pH a 2 (HCI, 3 N), se agreg6 la enzima pepsina (1/10 enzima sustrato) y se incubd a 37 °C 2y 3
h.). Después de ese tiempo, la mezcla se agito manualmente cada 10 y 30 min. Se ajust6 el pH a 2
(HCI, 3 N) y se mantuvo fijo midiendo la cantidad utilizada del 4cido. Pasado el tiempo requerido
se ajustd el pH a 7 (NaOH, 2 N), y se agreg6 la enzima pancreatina (en una relacion 1:10 enzima:
sustrato). Se incub6 nuevamente a las mismas condiciones y se agit6 manualmente cada 10 y 30
min. Se ajust6 el pH (NaOH, 2 N para mantener fij6 el pH a 7); midiendo la cantidad utilizada de
base. Posteriormente se centrifugd a 10000 rpm a 4 °C por 20 min, se retir6 el sobrenadante y el

pellet se congel6 a -20 °C. Después se ultra congelaron a -80 °C por 30 min y se liofilizaron.

5.4. Proteina Soluble por el Método de Kjeldahl

Se utiliz6 el método 988.05 de A.O.A.C. (1998). El cual consistié de tres fases: digestion,
destilacion y titulacion. Para la digestion, se pesaron 0.1 g de las muestras y se colocaron en matraz
MicroKjeldahl, donde se les agregd 1.5 g de mezcla catalitica (sulfato de potasio y sulfato de
cobre). Luego se les agregd 5 mL de acido sulfurico concentrado y se colocaron a ebullicion por 2
h, hasta obtener una solucion azul-verde (indicadora de que el nitrégeno orgéanico se ha convertido
en amoniaco). Para la destilacion, a las muestras frias se les agreg6 10 mL de agua destilada, se
colocaron en el destilador, se les agregd NaOH (40%), hasta que la muestra se tornd negra. Se
calent6 a bafio maria y los vapores de amonio se recuperaron (5 min) en 15 mL de una solucién de
acido borico (4%) e indicador (rojo de metileno y azul de metileno). Para la titulacion se valord
con una solucion de HCI (0.1 N). Se determind primeramente el porcentaje de nitrogeno con la

siguiente formula:

H+*N*meq

(1) %Nitrégeno = ( )* 100

g de muestra

Donde:
H = volumen de HCL gastado.
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N = Normalidad del HCL.
meq= Miliequivalentes de Nitrogeno (0.01401).

Y posteriormente se determind el porcentaje de proteina con la siguiente formula:

(2) %Proteina = %Nitrégeno * factor de conversion

Donde:

Factor de conversion = 6.25.

5.5.Grado de Hidrolisis

El grado de hidrolisis se determino por el método de pH Stat propuesto por Ezquerra et al. (1997).
Este se llevo a cabo realizando una hidroélisis controlada, manteniendo un pH fijo, con un acido o
una base; cuantificando la cantidad de estos utilizada durante el tiempo de hidrolisis. El grado de

hidrdlisis se calculd utilizando la ecuacion de Adler-Nissen. (1986), y se reportd en porcentaje:

(3) %GH = [(B * Nb * 1.5)/(M * (S%/100)/pH)] * 100

Donde:

B=1los mL del 4cido o la base utilizados para mantener el pH fijo.
Nb= la normalidad del titulador.

1.5 es una constante.

M= masa en gramos, de reaccion de la mezcla.

36



S%-= es la concentracion de proteina en la mezcla de reaccion.

pH= el pH al que se mantuvo la reaccion de hidrolisis.

5.6. Capacidad Antioxidante por el Método de DPPH

Uno de los ensayos que se pueden utilizar para valorar la actividad antioxidante de algiin material
vegetal es el denominado ensayo de DPPH. Este método utiliza el radical 2,2-difenil-1-
picrilhidrazil (DPPH), consiste en reducir su cromogeno purpura por la accion de un compuesto
antioxidante a un hidrazin, compuesto que colorea a un tono amarillo palido. Este cambio se
cuantifica por espectrofotometria a una absorbancia de 515-540 nm (Karadag et al., 2009).

Se utilizd una curva de estandar de Trolox (1000 uM) con etanol (80%), con las concentraciones
de 0, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5, 0.6, 0.7 y 0.8 mM. En una microplaca de 96 pozos se colocaron 20 pL
de blanco (etanol 80%), curva estdndar y muestras (0.011mg/mL), se les adiciond 280 pL del
radical DPPH; se dejo incubar en resguardo de la luz por 30 min. y se leyo a una absorbancia de
540 nm. Los resultados se expresaron en micromoles equivalentes de trolox por gramo de muestra

(uM ET.g™).

5.7. Capacidad Antioxidante en Equivalente de Trolox (TEAC) ABTS

El ensayo ABTS [4acido 2,2-azinobis-(3-etilbenzoatiazolin-6-sulfonico)] estd basado en la
inhibicién de la absorbancia del radical ABTS™ ocasionada por la reaccion con antioxidantes. Este
cambio de absorbancia encuentra su pico maximo de absorbancia a 415 nm y un pico maximo
secundario a 660, 734 y 820 nm. Cuando se utiliza trolox (analogo hidrosoluble de la vitamina E)
como estandar, el método se denomina TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity, por sus
siglas en inglés) (Singh y Singh, 2008).

Se utilizé una curva de estandar de Trolox (1000 uM) con etanol (80%), con las concentraciones

de 0,0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5, 0.6, 0.7 y 0.8 mM. En una microplaca de 96 pozos se colocaron 15 pL
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de blanco (etanol 80%), curva estandar y muestras (0.011 mg/mL), se les adiciond 285 pL del
radical ABTS; se dejo incubar en resguardo de la luz por 2 h y se ley6 a una absorbancia de 734
nm (Thaipong et al., 2006). Los resultados se expresaron en micromoles equivalentes de trolox por

gramo de muestra (uM ET.g™).

5.8. Inhibicion de a-Glucosidasa

Se realizé de acuerdo a lo propuesto por Cuevas-Juarez et al. (2014), con modificaciones, que
consiste en determinar la diferencia de absorbancia a tiempo cero, y a 10 min de reaccion
enzima:sustrato. Se utiliz6 el sustrato p-Nitrofenil-a-glucopirandsido (pNGP), en un amortiguador
de fosfato 0.1 M con pH 6.9 (PBS); el cual al ser sometido con la enzima a-glucosidasa, se separa
el p-Nitrofenil y da una tincioén (amarillo) a la reaccion. En una placa de 96 pozos se colocaron 50
uL de blanco (PBS) y muestras (0.1 mg/mL) o control (acarbosa a 3 mg/mL). Se les agreg6 100
uL de a-glucosidasa (0.0042 g/100 mL PBS), se incub6 a 37 °C por 10 min. Después de ese tiempo
se les agregaron 50 pL. de PNGP (90.375 mg/100 mL PBS), y se leyd a una absorbancia de 405
nm. Posteriormente se incubd nuevamente a 37 °C por 10 min. y se determind la absorbancia a 405
nm. Los resultados se expresaron como porcentaje de inhibicidon y se obtuvieron de acuerdo a la

siguiente formula:

Ablanco—Amuestra

(4) %Inhibicion = ( ) 100

Ablanco

Donde:
Ablanco= diferencia de absorbancia del blanco (PBS).
Amuestra= diferencia de absorbancia de la muestra.

Diferencia= (Absorbancia 2 — Absorbancia 1).
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5.9. Inhibicion de Lipasa Pancredtica

Se realizo acorde a lo establecido por Winkler y Stuckmann (1979) con algunas modificaciones,
se utilizo Palmitato de p-Nitrofenil (p-NPP) como sustrato, el cual es hidrolizado por lipasa
pancredtica a p-Nitrofenol, esta reaccion genera coloracion (amarillo). En una microplaca de 96
pozos se agregaron 20 uL de blanco (amortiguador de fosfato de sodio alcalino 0.1 M a pH 7.9),
100 uLL de muestra y100 pL de control (Orlistat 3 mg/mL). Se les afiadié 20 uLL de una solucion de
enzima lipasa porcina (10 mg/mL), la mezcla se incubo6 a 37 °C por 10 min. Después, se les afiadid
200 pL del sustrato, el cual estaba en una solucién de 100 mL que contenia 90 mL con clorato de
sodio (1.15 mg/mL) y goma arabiga (0.55 mg/mL) y 10 mL de isopropanol con p-NPP (30 mg); se
incubo nuevamente y se determind la absorbancia a 410 nm. Los resultados se expresaron como

porcentaje de inhibicidn y se obtuvieron de acuerdo a la siguiente féormula:

ABlanco—AMuestra

(5) %Inhibicion = ( ) * 100

ABlanco

Donde:
ABlanco= es la absorbancia de la reaccion de la enzima sin inhibidor.

AMuestra= es la absorbancia de la reaccion de la enzima con inhibidor.

5.10. Inhibicion de ECA

Se utilizé el método espectrofotométrico propuesto por Li et al. (2005) con algunas modificaciones.
Se utilizé Hipuril-Histidil-Leucina (HHL) como sustrato, que al ser sometido con la enzima ECA
se libera acido hipurico, al cual agregandose quinolina y cloruro de bencenosulfonilo (BSC),
forman un complejo colorido (café rojizo) y se determina a una absorbancia de 492 nm. A cada

muestra, se le agregd la solucion del inhibidor de la ECA 20 uL (Concentrado proteico, Hd2h,
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Hd3h 0.1 mg/mL y captopril 3 mg/mL), 50 pL de HHL (5 mM en amortiguador de tetraborato de
sodio 100 mM (pH 8.3) que contiene NaCl 300 mM), se preincubaron a 37 °C por 5 min. La
reaccion se inicid mediante la adicion de 10 pL de solucion de ECA (200 mU/mL) y la mezcla se
incubo a 37 °C por 30 min, después de ese tiempo la reaccion se detuvo agregando 100 pL. de HCI
(1M). Se afiadieron los reactivos de quinolina (150 puL) y BSC (50 pL), se incubaron a 30 °C por
30 min. Posteriormente se les anadio 150 pL de etanol y se incubaron a 30 °C por 30 min. Se
prepararon las muestras A (muestras), B (blanco), C (control) en tubos Eppendorf de 2 mL, color
ambar como lo indica la tabla de ECA (anexo 1). Se tomaron 180 uL de cada muestra para colocar
en la micro placa de 96 pozos por triplicado. Se leyd a 492 nm (Narai-Kanayama y Aso, 2009). El

grado de inhibicion se determind con la siguiente formula y se report6 en porcentaje:

(6) %inhibicién = === 100

Se estim¢ el porcentaje de la actividad inhibitoria sobre las enzimas y se establecié una regresion
lineal con los resultados para finalmente extrapolar los datos y obtener el ICso (Concentracion

necesaria de sustancia inhibitoria para inhibir el 50% de las enzimas).

5.11. Electroforesis de una Dimension en Condiciones Desnaturalizantes (SDS-PAGE)

Se llevo a cabo con el método de Laemmli (1970), con algunas modificaciones. Se prepard un gel
de poliacrilamida continuo al 20% (anexo 2). Se coloco el gel en la camara de electroforesis con
amortiguador de electroforesis (anexo 3). Se anadid en el primer carril 5 pL del estandar de peso
molecular (Precision Plus Protein Dual Xtra Standars BIO-RAD), con pesos de 2 a 250 kDa. En
los siguientes carriles se colocaron las muestras 20 pL que contenian 15 y 20 ug de proteina en 10
uL y 10 uL de amortiguador de Laemmli las cuales fueron sometidas a bafio seco por 5 min a 95
°C. La electoforesis se corrio a 120 V constantes con 400 mA, durante 60 min. Posteriormente, el

gel se retird del equipo y se colocd en solucion de tefiido (anexo 4) que se agité durante unos
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minutos y posteriormente se dejo en la solucion por 16 h. Después de ese tiempo el gel se retird
de la solucién de tenido y se coloco en solucion de destefiido (anexo 5) donde se agitd por 1 h. Se
cambid la solucién y se agito 1 h se retird de la solucion y se tomd una fotografia en el
fotodocumentador. Posteriormente, se volvid a colocar en solucioén de destefiido por 16 h mas, se
retir6 de la solucion y se volvid a tomar fotografia para la determinacion de los pesos moleculares

de las muestras.

5.12. Analisis Estadistico

A la harina de la hoja de Moringa oleifera, se le realizaron los métodos de concentrado proteico
(concentrado PT) e hidrélisis del aislado proteico (Hd 2h y Hd 3h) por triplicado. Para evaluar las
posibles diferencias entre los procesos, para grado de hidroélisis, capacidad antioxidante e inhibicion
enzimatica (se determino la concentracion Inhibitoria Media (IC50) por regresion lineal); se utilizo
un andlisis de ANOVA de un factor, y las medias se compararon mediante la prueba de Tukey. Se

utiliz6 el programa estadistico Minitab ® 17.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Proteina por el Método de Kjeldahl y Grado de Hidrolisis

Se determino el contenido de proteina en la harina de la hoja de moringa, como fuente de proteina
para la obtencion del concentrado y de los hidrolizados proteicos (Hd 2h y Hd 3h). La
concentracion de proteina en la harina y en los hidrolizados de Hd 2h y Hd 3h, fueron de 24.08%,
27.42% vy 22.5%, respectivamente, mientras que el concentrado proteico fue de 47.78%. El grado
de hidrolisis de los hidrolizados en Hd 2h fue de 53.93% y en Hd 3h fue de 92.9%. En el Cuadro 3
se muestran los resultados obtenidos de proteina en las muestras, ademas del grado de hidrolisis de

los hidrolizados.

Cuadro 3 Proteina en hoja, concentrado proteico e hidrolizados proteicos y grado de hidroélisis en
los hidrolizados proteicos

Muestra % Proteina % Grado de Hidrolisis
Harina de hoja de moringa 24.08 £1.42 be NA
Concentrado Proteico 4778 224 a NA

Hd 2h 2742+ 14D 5393+2.55b
Hd 3h 225+ 1.68¢c 929+439a

NA No aplica para las muestras el grado de hidrolisis

Los cambios en la concentracion de proteina de las muestras en este estudio muestran el mismo
comportamiento que se ha publicado en diversos trabajos. El porcentaje en la muestra inicial es
bajo, se aumenta en la obtencion del concentrado proteico, pero en los hidrolizados disminuye
nuevamente. En forma similar lo presentaron Gonzélez et al. (2017), usando muestras de harina

desgrasada de semilla de moringa, determinaron la concentracion de proteina por el método de
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Bradford obteniendo que las concentraciones de proteina en la muestra inicial de harina fue
37.48%, en el concentrado proteico de 49.67% y en los hidrolizados realizados a 2.5 y 5 h de
19.89%. Kapel et al. (2006), en péptidos de Medicago sativa L. (alfalfa) realizaron un aislado
proteico > 90% de proteina, determinado por el método de Kjeldahl, y en los hidrolizados al 87%
de proteina. Marrufo-Estrada et al (2012), estudiaron semilla de Jatropha curcas, su muestra inicial
fue harina desgrasada de esta semilla la cual tenia 65.60% de proteina, en el aislado proteico de
90.5% y en los hidrolizados obtuvieron un 50.98% de proteina; con sus diferentes tratamientos; el
mayor porcentaje de grado de hidrolisis que obtuvieron fue con su tratamiento de pepsina-
pancreatina por 120 min, siendo de 23%. Mojica et al. (2015) en péptidos de diferentes variedades
de frijol precosido con tratamiento de pepsina-pancreatina por 2 h cada una de las enzimas
obtuvieron su mayor porcentaje de hidrolisis en los péptidos de frijol pinto precocido (58%); en las
muestras del presente estudio mostraron un grado de hidrélisis con el tratamiento de pepsina-
pancreatina por 2 h cada una de las enzimas de 53.93%, mientras que los hidrolizados con pepsina-
pancreatina por 3 h cada una de las enzimas fue de 92.9%. Por lo cual se puede inferir que a mayor
tiempo de tratamiento con las enzimas se produce mayor grado de hidroélisis, ya que se produce
mayor rompimiento de enlaces peptidicos en la proteina. No obstante si el tiempo excede a las 7 h

con tratamiento de hidrolisis enzimatica estos podrian convertirse en aminodcidos libres.

6.2.Capacidad Antioxidante por los Métodos de DPPH y ABTS

En la determinacion de la capacidad antioxidante la muestra con mayor relevancia fue el
hidrolizado por 3 h. En ambos métodos las muestras mostraron similar tendencia, el concentrado
proteico presentd la menor capacidad antioxidante, seguido por el hidrolizado por 2 h y con mayor
capacidad el hidrolizado por 3 h. Los péptidos pueden mostrar capacidad antioxidante debido a
alguno de los aminoacidos presentes en su estructura, que puede poseer una funcion de quelante; y
con esto producir interacciones con el sitio activo de algunas enzimas como las evaluadas en este
estudio (Saito et al., 2003). En la literatura se hace referencia que si los péptidos producidos por
hidrolisis enzimatica muestran capacidad antioxidante, esta capacidad les brinda mayor actividad

inhibitoria sobre enzimas (Power et al., 2012); por esta razon se realizé un comparativo, entre el
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concentrado proteico y los hidrolizados, para determinar si los péptidos obtenidos después de las
hidrélisis mostraban mayor capacidad antioxidante, o si el concentrado proteico era el que
proporcionaba la capacidad antioxidante a la muestras. En el Cuadro 4 se muestran los resultados

obtenidos de la capacidad antioxidante

Cuadro 4 Capacidad antioxidante de las muestras por los métodos de DPPH y ABTS

Muestras DPPH uM ET/g ABTS uM ET/g
Concentrado proteico 37.18 £ 1.99 ¢ 3544+ 147c
Hd 2h 62.74+ 1.78 b 63.1+£0.94b

Hd 3h 9273+ 1.15a 99.62+1.17a

Se utilizaron los dos métodos para mostrar diferencias en las muestras entre los métodos, e
identificar cual fue la funcion antioxidante que mostraron los péptidos. Los resultados obtenidos
por los dos métodos (DPPH y ABTS) mostraron un comportamiento similar, siendo el concentrado
proteico el que mostrd la menor capacidad antioxidante de 37.18 uM ET/g por el método de DPPH
y 35.44 uM ET/g por el método de ABTS, mientras que los hidrolizados por 3 h fueron los que
mostraron la mayor capacidad antioxidante de 92.73 uM ET/g por el método de DPPH y de 99.62
uM ET/g por el método de ABTS, respectivamente. Diversos autores han buscado esta propiedad
en los péptidos, para comparar esta capacidad con la capacidad inhibitoria que presentan los
péptidos sobre diversas enzimas. Por ejemplo, Aderinola et al (2018), obtuvieron péptidos de
semilla de moringa mediante hidrolisis enzimatica con pepsina por 3 h; ellos encontraron una
capacidad antioxidante de 85.34 uM ET/g determinada por el método de DPPH; ademas, en otros
tratamientos para producir hidrolisis, utilizaron las enzimas de tripsina y alcalasa por 3 h, sin
embargo, encontraron la mayor capacidad con los péptidos producidos por pepsina. En el estudio
de la hoja de moringa el tratamiento de pepsina-pancreatica por 3 h cada una de las enzimas, los
péptidos generados con este tratamiento mostraron mayor capacidad antioxidante por el método de

ABTS. Gonzalez et al. (2017), obtuvieron péptidos por medio de hidrélisis con pepsina-tripsina

44



por 5 h, presentaron la mayor capacidad antioxidante por el método de ABTS (13.86 uM ET/g),
mientras que los hidrolizados del presente estudio a las 3 h de cada una de las enzimas, mostro
mayor capacidad antioxidante que los reportados en el estudio anterior. Abadia-Garcia et al. (2013)
generaron péptidos de queso cottage con digestion simulada con pepsina-pancreatina por 3 h, al
cual se le afladieron probioticos para la inhibicion de la bacteria L. monocytogenes; a los cuales se
les determiné la capacidad antioxidante en diferentes dias, por los métodos de DPPH y ABTS
(TEAC); se encontrod que la actividad antioxidante fue aumentando conforme aumentaban los dias
de muestreo; ellos obtuvieron al dia 28 por el método de DPPH una capacidad antioxidante de 220
uM ET/g y por el método de ABTS de 300 uM ET/g. Con esto, cabe sefialar que aun cuando el
valor de este ensayo con estos péptidos de queso es mayor que el que se muestra con los péptidos
de la hoja de moringa, la diferencia en actividades podria también atribuirse a que al estudio de los
péptidos de queso cottage se le afiadieron probioticos lo que podria brindarles mayor capacidad

antioxidante.

6.3. Inhibicidon de la Enzima oa-Glucosidasa

El ensayo de inhibicion de la actividad de la enzima a-glucosidasa, se realizé con las 3 muestras,
concentrado proteico, Hd 2h y Hd 3h, utilizando como control positivo Acarbosa, medicamento
comercial que inhibe a o-glucosidasa. Se determino la ICso para conocer la concentracion de
proteina requerida para inhibir el 50% de la enzima. En el Cuadro 5 se muestran los porcentajes de
inhibicién y la ICso, y en las Figuras 4, 5 y 6 se muestran las curvas de obtencion de la ICso por

regresion lineal, para cada una de las muestras.
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Cuadro 5 Inhibicion de la enzima a-glucosidasa y la ICso

Muestras Inhibiciéon en a- ICs0 mg/mL
glucosidasa (%)
Acarbosa 81.04 £2.26a ND
Concentrado proteico 56.89 £3.51b 0.314
Hd 2h 75.12 £ 1.70a 0.127
Hd 3h 75.08 £ 1.87a 0.075
ND No determinado
80

y =125.57x +10.481
70 R?=0.9855

% de Inhibicion
i
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0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6
Concentracion de proteina mg/mL

Figura 4 1Cso del concentrado proteico para inhibicion de a-glucosidasa

Donde se logré ICso con 0.314 mg de proteina/mL.
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Figura 5 ICso de Hd 2h para inhibicion de a-glucosidasa

Donde se logré ICso con 0.127 mg de proteina/mL.
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Figura 6 1Cso de Hd 3h para inhibicion de a-glucosidasa

Donde se logrd ICso con 0.075 mg de proteina/mL.
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Los péptidos obtenidos de la hoja de moringa mostraron un porcentaje de inhibiciéon sobre la
enzima a-glucosidasa de 75.12% y el 75.08% por los Hd 2h y los Hd 3h, respectivamente, los
cuales no mostraron diferencias significativas con el control positivo Acarbosa, cuya inhibicion
fue de 81.04%. Con estos resultados se puede de destacar que los péptidos obtenidos de la hoja de
moringa presentan una actividad inhibitoria similar a la Acarbosa, por lo que se pueden ser viables
para estudiar los péptidos como utilizacion alternativa para el tratamiento de la DM2. Ademas
podria ser con menor cantidad que el medicamento, ya que se logro la inhibicidon con una cantidad
baja de proteina ya que el ICso se obtuvo en los Hd 2h y Hd 3h con una concentracién de proteina
de 0.127 mg/mL y 0.075 mg/mL, respectivamente. Esto podria significar que los péptidos no
presenten el efecto adverso que a largo plazo llegan a presentar los medicamentos. Con esta
concentracion, también se puede decir que los péptidos obtenidos por Hd 3h mostraron mayor
eficiencia, ya que se logro la inhibicion de la enzima con la menor concentracion de proteina. Los
péptidos de hoja de moringa han mostrado mayor inhibicién sobre esta enzima que lo que han
reportado otros autores como Mojica et al. (2015). Ellos lograron inhibir la actividad de a-
glucosidasa, con péptidos obtenidos por hidrolisis con pepsina-pancreatina por 2 h en un 68%
(péptidos de frijol crudo, negro) y 60% (péptidos de frijol precocido, rojo) mostrando valores del
ICs0 =0.5 mg/mL; lo cual demuestra que la inhibicion con los péptidos de hoja de moringa es
mayor. También lo reportado por Kang, Yiy Lee (2013), con el péptido N159-1 obtenido del hongo
Aspergillus oryza por medio de hidrdlisis con pepsina y ultrafiltracion, obtuvieron una inhibicion
similar a lo reportado por Mojica et al. (2015), con un porcentaje de inhibicion de 53.2% y un ICso

de 7.7 mg/mL.

6.4.Inhibicion de la Enzima Lipasa Pancreatica

El ensayo de inhibicion de la enzima lipasa pancredtica, se realizd con las 3 muestras, el
concentrado proteico, y los hidrolizados Hd 2h y Hd 3h, utilizando como control positivo, el
medicamento comercial Orlistat. Se determino la ICso para conocer la concentracién de proteina

requerida para inhibir el 50% de dicha actividad enzimatica. En el Cuadro 6 se muestran los
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porcentajes de inhibicion y la ICso, y en las Figuras 7, 8 y 9 se muestran las curvas de obtencion de

la ICso por regresion lineal, para cada una de las muestras.

Cuadro 6 Inhibicion de la enzima Lipasa pancreatica y la ICso

Muestras Inhibicion en lipasa (%)  1Cso mg/mL
Orlistat 78.43 £0.52a ND
Concentrado proteico 61.76 £0.75d 0.216
Hd 2h 69.89 £ 0.54 c 0.210
Hd 3h 7494+ 1.34Db 0.111
ND No determinado

80

y = 96.51x + 29.099
70 R%=0.6085

% de Inhibicion
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0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6
Concentracion de proteina mg/mL

Figura 7 ICso de concentrado proteico para inhibicion de lipasa pancreatica

Donde se logr6 ICso con 0.216 mg de proteina/mL
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Figura 8 ICso de Hd 2h para inhibicion de lipasa pancreatica

Donde se logré ICso con 0.210 mg de proteina/mL.
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Figura 9 I1Cso de Hd 3h para inhibicion de lipasa pancreatica

Donde se logré ICso con 0.111 mg de proteina/mL.
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Los péptidos obtenidos de hoja de moringa de Hd 2h y Hd 3h lograron inhibir la actividad de la
enzima lipasa pancreética en un 69.89% y 74.94% respectivamente, mostrando valores de ICso de
0.210 mg/mL y 0.111 mg/mL respectivamente. Aun cuando con el porcentaje de inhibicion del
medicamento Orlistat (78.43%), fue significativamente superior a lo obtenido con los péptidos, los
péptidos de Hd 3h obtuvieron un porcentaje dentro de lo establecido para la inhibicion de la enzima
por este medicamento (70-80%). Los péptidos podrian ser una de las alternativas para el estudio de
inhibicién de lipasa. En nuestro conocimiento no existe informacion sobre la inhibicion de esta
enzima por la accion de los péptidos bioactivos, Esta enzima ha sido inhibida por extractos de
polifenodlicos de algunas planta como en un estudio realizado por Gutiérrez-Grijalva et al. (2019)
con un extracto de polifendles de orégano (Hedeoma patens). Dicho extracto de orégano fue
sometido a digestion in vitro, y se obtuvo una inhibicion de la actividad enzimadtica en la fase
intestinal de 54.54%. También, en un estudio con extracto de polifenodles de cascara de granada
realizado por Colantuono, Ferracane y Vitaglione (2016), en una digestion in vitro, solo lograron
inhibir el 13% a la actividad enzimatica con una concentracion de polifendles de 0.578 mg/mL.
Podemos inferir que hasta el momento los péptidos obtenidos de la hoja de moringa han mostrado
mayor capacidad que los extractos de compuestos polifenolicos para inhibir la actividad de la
enzima de lipasa pancredtica. Por lo anterior se puede seguir el estudio de estos péptidos para la
inhibicion de la enzima. Ya que pueden ser mas viables que los medicamentos, pues con menor
cantidad de concentracion de péptidos se logra la inhibicién de esta enzima, podria ser un
medicamento alterno sin producir los dafios adversos que llegan a producir los medicamentos a

largo plazo.

6.5. Inhibicion de la Enzima Convertidora de Angiotensina (ECA)

El ensayo de inhibicion de ECA se realizo con el concentrado proteico, y los hidrolizados Hd 2h y
Hd 3h, utilizando un control positivo el medicamento comercial para la inhibicion de ECA
(Captopril). Se determind la ICso para conocer la concentracion de proteina requerida para inhibir

el 50% de la actividad enzimatica enzima. En el Cuadro 7 se muestran los resultados de inhibicion
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y la ICso, mientras que en las Figuras 10, 11 y 12 se muestran las curvas de obtencion de la ICso

por regresion lineal, para cada una de las muestras.

Cuadro 7 Inhibiciéon de ECA y la ICso

Muestras Inhibicion en ECA (%) ICs0 mg/mL
Captopril 92.72 £ 0.78a ND
Concentrado proteico 84.34 £ 2.56b 0.213
Hd 2h 76.72 £ 2.10c 0.033
Hd 3h 76.00 = 2.53¢ 0.013
ND No determinado
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y = 181.62x + 13.141
100 R?=0.9562
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Concentracion de proteina mg/mL

Figura 10 ICs para concentrado proteico para Inhibicion de ECA

Donde se logro 1Cso con 0.202 mg de proteina/mL.
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Figura 11 ICso de Hd 2h para inhibicion de ECA

Donde se logré ICso con 0.033 mg de proteina/mL.
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Figura 12 ICso de Hd 3h para inhibicion de ECA

Donde se logré ICso con 0.0139 mg de proteina/mL.
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Los péptidos obtenidos de la hoja de moringa por los Hd 2h y Hd 3h mostraron resultados de
inhibicion de 76.72 y 76.00%, y valores de la ICso con 0.033 y 0.013 mg/mL de proteina,
respectivamente, pero el medicamento mostré mayor inhibiciéon con un 92.72%, Ademas, fue
posible observar que los péptidos mostraron menor eficiencia en la inhibicion de la enzima que el
concentrado proteico de (84.34%), aunque la ICso se encontrd en una concentraciéon mayor de
proteina 0.213 mg/mL en comparacion que la que requerida en los péptidos. Es importante resaltar
que los valores obtenidos de la inhibicién enzimatica que se logré con los péptidos se encuentran
dentro del intervalo de inhibicion establecida para el medicamento que es del 70 al 85%. Por lo
anterior los péptidos pueden ser una fuente viable de estudio para medicamento alternativo para
inhibir a la ECA, ya que estos péptidos podrian no presentar efectos adversos a largo plazo por la
concentracion baja que se utiliza para inhibir a la enzima. Estos resultados de inhibicion son
similares a los publicados por Li et al. (2005), quienes reportaron que los péptidos producidos por
hidrélisis enzimatica con alcalasa por 2 h de frijol mungo presentaron una inhibicién de ECA de
76.42%, y un ICso 6.2 mg/mL. Esto nos permite concluir que los péptidos de la hoja de moringa
son mejores inhibidores de ECA que los reportados en el frijol mungo, es decir se logra un valor
del ICso con menor cantidad de proteina. Por otro lado, las inhibiciones enzimaticas reportadas por
Gonzalez-Garza et al. (2017), con péptidos de semilla de moringa obtenidos por hidrolisis
enzimatica con tripsina-pepsina por 5 h, fueron mayores ya que mostraron un 79% de inhibicion
de la enzima ECA y con un ICso 0.226 mg de proteina/mL. Aunque la actividad de inhibicién es
mayor la concentracion de proteina requerida para lograr la ICso es mayor que con los péptidos de
la hoja de moringa. Ante esto, podemos inferir que los péptidos de hoja de moringa requieren menor
concentracion de proteina para producir la inhibicion de la enzima y aun cuando sea menor la

capacidad inhibitoria, que presentan sigue siendo relevante para la inhibicion de la ECA.

6.6. Electroforesis 1D SDS-PAGE

Para el peso molecular se utilizaron la harina de la hoja de la moringa sin ningun proceso, y las

muestras en dos concentraciones de contenido de proteina de 15 pgy 20 ng, para ver la separacion
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de la proteina del concentrado proteico y los hidrolizados de 2 y 3; como se muestra en la Figura

13:

20

15
10

Std CPT 15 CPT 20 Hd 2h 15 Hd 2h 20 Hd 3h 15 Hd 3h 20

Figura 13 Gel de electroforesis. Las muestras carril 1: 5 uL del estandar de pesos moleculares, carril 2: disolucion con
15 pg de proteina del concentrado proteico (CPT 15), carril 3: disolucion con 20 pg de proteina del concentrado proteico (CPT 20),
carril 4: disolucion con 15 pg de proteina del Hd 2h (Hd 2h 15), carril 5: disolucion con 20 pg de proteina del Hd 2h (Hd 2h 20),
carril 6: disolucion con 15 pg de proteina del Hd 3h (Hd 3h 15) y carril 7: disolucion con 20 pg de proteina de Hd 3h (Hd 3h 20).
Se puede observar en los carriles de los Hd 2h 20 y Hd 3h 20 como se da la separacion de la proteina y la mayor concentracion de
la proteina se encuentra en los pesos entre los 5y 2 kDa.

Se lograron detectar en la muestra del concentrado proteico de 15 pg de muestra (CPT 15ug), se
lograron detectar los pesos moleculares de proteinas de 100, 50, 15 y 10 kDa. En la muestra de
concentrado proteico de 20 pg de muestra (CPT 20 pg), se lograron detectar pesos moleculares de
proteinas de 100, 50, 37, 15 10 y 5 kDa; en los péptidos Hd 2h con 15 pg de muestra se produjo
una separacion de la proteina y se lograron obtener pesos moleculares de 100, 75, 50, 37, 25, 15,
10, y 5 kDa. En relacion a los péptidos Hd 2h con 20 pg, se obtuvieron pesos moleculares de 100,
75, 50, 37, 25, 5 y 2 kDa; en los péptidos Hd 3h con 15 pg de muestra se obtuvieron pesos
moleculares de 100, 75, 50, 25, 15, 10 y 2 kDa; en los péptidos Hd 3h con 20 pg de muestra se
obtuvieron pesos moleculares de 100, 75, 50, 20, 10, 5 y 2 kDa. El primer peso destacado en todas
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las muestras es el de 100 kDa; mientras en los carriles de las muestras con los hidrolizados con 20
ng de proteina se logra observar la mayor concentracion de la proteina se encuentra en los peos de
5y 2 kDa. Pero, con lo establecido, se puede inferir que los péptidos menores a 5 kDa son los que
muestran la mayor capacidad antioxidante, asi como la mayor capacidad de inhibicion de las
enzimas. También podemos establecer que la muestra requiere otro proceso de filtracion o de

pureza para mejor visualizacion de las bandas de los pesos moleculares.
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7. CONCLUSIONES

Se obtuvieron péptidos por hidrolisis enzimdatica con pepsina-pancreatina los cuales
mostraron un grado de hidrélisis >50%.
Los péptidos obtenidos por hidrolisis enzimatica con pepsina-pancreatina por 3 h mostraron la
mayor capacidad antioxidante por los métodos de DPPH y ABTS.
La hidrolisis enzimatica por 2 y 3 h generd péptidos que lograron una inhibicién enzimatica de a-
glucosidasa, sin presentar diferencias significativas con el control (Acarbosa).
Los péptidos hidrolizados por 3 h mostraron la mayor inhibicion de actividad de lipasa, aunque no
significativamente mayor que el medicamento Orlistat.
El concentrado proteico mostrd una mayor inhibicion de la enzima ECA aunque no mayor que el
medicamento Captopril; sin embargo los péptidos lograron inhibir a la enzima en un margen que
indica la literatura esta dentro de la inhibicion que produce el Captopril sobre esta enzima.
La inhibicion de las enzimas a-glucosidasa, Lipasa y ECA se logro con una concentracion baja de
proteina.
Los péptidos obtenidos en su mayoria corresponden a los pesos de 2 y 5 kDa.
Los péptidos de hoja de moringa presentan capacidad antioxidante, asi como inhibicion de las
enzimas o-glucosidasa, lipasa y ECA, y su mayoria son de peso molecular <5 kDa, por lo
representan una viabilidad para ser estudiados para llegar a ser un medicamento alternativo para el
tratamientos de las enfermedades cronico degenerativas con las que estan relacionadas dichas

enzimas.
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8. RECOMENDACIONES

Por los resultados obtenidos en el gel de electroforesis sé recomienda que, para la obtencion
del concentrado proteico se realice un proceso que permita mayor purificacion de proteinas, para
logar una mayor definicion de las bandas que indican los pesos moleculares.

Se recomienda realizar la identificacion de los aminoacidos presentes en los péptidos obtenidos.
Se recomienda realizar un ensayo de toxicidad de los péptidos obtenidos de la hoja de moringa,
que mostraron capacidad antioxidante e inhibitoria de las enzimas a-glucosidasa lipasa y ECA.

Se recomienda realizar ensayos in vivo con los péptidos de la hoja de moringa para poder
determinar si los péptidos de hoja de moringa son eficientes para apoyar a contrarrestar los efectos
de las enfermedades relacionadas con el sindrome metabolico o para coadyuvar con los

medicamentos utilizados en el conjunto de estas enfermedades.
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10. ANEXOS

Anexo 1 Tabla de ECA

Reactivos Muestra Muestra | Muestra
A (uL) B (uL) C (uL)
ECA (200 mU/mL) - - 10
HCI (1 M) - - 20
H-H-L (5 mM) 50 50 50
Inhibidor de ECA 20 - 20
Amortiguador (tetraborato 0.1 M, NaCl 0.3 M) - 20 -
Incubar a 37 °C por 5 min.
ECA (200 mU/mL) 10 10 -
Incubar a 37 °C por 30 min.
HCI (1 M) 20 20 -
Quinolina 98% 150 150 150
BSC 99% 50 50 50
Incubar a 30 °C por 30 min. en oscuridad
Etanol 150 150 150
Incubar a 30 °C por 30 min. en oscuridad
Anexo 2 Poliacrilamida 30%
Componentes Cantidad
Acrilamida 29¢
Bisacrilamida lg
Agua UP 100 mL




Anexo 3 Gel de poliacrilamida continuo 20 %, 0.75 mm

Componentes Cantidad pL

Poliacrilamida 3,3334
Agua UP 604.6
Tris-HC1 1.5 M pH 8.8 1,000
SDS (sodium dodecyl sulfate) 10 % 40

PSA (Persulfato de amonio) 10 % 20
TEMED 2
Volumen total 5,000

Anexo 4 Amortiguador de electroforesis

Componentes Concentracion final Cantidad
Tris base 25 mM 303 ¢
Glicina 192 mM 144 ¢
SDS 0.1 % lg
Agua UP 1L
Anexo 5 Solucion de tefiido
Componentes Cantidad

Azul de Comassie G-250 025¢g
Metanol 45 mL
Acido acético 10 mL
Agua UP 45 mL
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Anexos 6 Solucion de destenido

Componentes Cantidad
Metanol 50 mL
Acido acético 150 mL
Agua UP 500 mL
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