
Centro de Investigación en Alimentación y 

Desarrollo, AC. 

 

 

EVALUACIÓN DE LA BIODISPONIBILIDAD DE PÉPTIDOS 

INHIBIDORES DE LA ENZIMA CONVERTIDORA DE 

ANGIOTENSINA DERIVADOS DE LECHE FERMENTADA CON 

Lactococcus lactis NRRL B-50571 Y SU EFECTO PROTECTOR EN 

UN MODELO MURINO CON HIPERTENSIÓN INDUCIDA 

___________________________________ 
 

 

 

Por 

 

 

 

Miguel Ángel Álvarez Olguín 
 

 

 

Tesis aprobada por la 

 

 

COORDINACIÓN DE TECNOLOGÍA DE ALIMENTOS DE ORIGEN ANIMAL 

 

 

 

Como requisito parcial para obtener el grado de 

 

 

 

 

Doctor en Ciencias 
 
 

 

 

 

 

Hermosillo, Sonora,                                                                                                         Junio, 2023  



 2 

APROBACIÓN 

 

 

Los miembros del comité designado para la revisión de la tesis de Miguel Ángel Álvarez 

Olguín, la han encontrado satisfactoria y recomiendan que sea aceptada como requisito parcial para 

obtener el grado de Doctor en Ciencias.  

 

________________________________ 

Dra. Belinda Vallejo Galland 

Directora de tesis 

 

________________________________ 

Dr. Aarón Fernando González Córdova 

Integrante del comité de tesos 

 

________________________________ 

Dr. Adrián Hernández Mendoza 

Integrante del comité de tesos 

 

________________________________ 

Dra. Lilia María Beltrán Barrientos 

Integrante del comité de tesos 

 

________________________________ 

Dr. Rogerio Rafael Sotelo Mundo 

Integrante del comité de tesos  



 3 

DECLARACIÓN INSTITUCIONAL 

 

 

La información generada en la tesis “Evaluación de la biodisponibilidad de péptidos inhibidores 

de la enzima convertidora de angiotensina derivados de leche fermentada con Lactococcus lactis 

NRRL B-50571 y su efecto protector en un modelo murino con hipertensión inducida” es propiedad 

intelectual del Centro de Investigación en Alimentación y Desarrollo, A.C. (CIAD). Se permiten y 

agradecen las citas breves del material contenido en esta tesis sin permiso especial del autor Miguel 

Ángel Álvarez Olguín, siempre y cuando se dé crédito correspondiente. Para la reproducción 

parcial o total de la tesis con fines académicos, se deberá contar con la autorización escrita de quien 

ocupe la titularidad de la dirección general de CIAD.  

 

La publicación en comunicaciones científicas o de divulgación popular de los datos contenidos en 

esta tesis deberá dar los créditos al CIAD previa autorización escrita del manuscrito en cuestión 

del o la directora(a) de tesis.  

 

 

 

 

 

  



 4 

AGRADECIMIENTOS 

 

 

Al Consejo Nacional de Humanidades, Ciencia y Tecnología (CONAHCYT) por la beca 

otorgada para la realización del Doctorado en Ciencias.  

Al Centro de Investigación en Alimentación y Desarrollo, CIAD A.C., (CIAD) por darme la 

oportunidad de estudiar el Doctorado en Ciencias.  

Al Consejo Nacional de Humanidades, Ciencia y Tecnología (CONAHCYT) por el apoyo 

financiero otorgado de los proyectos 2403338 y 60305 para realizar el presente trabajo. 

A la Dra. Belinda Vallejo por aceptarme en su grupo de investigación y darme la oportunidad de 

culminar mi formación profesional bajo su dirección. Muchas gracias por el conocimiento brindado 

a lo largo de este tiempo, su paciencia y el gran ejemplo de liderazgo. 

Al Dr. Aarón F. González por sus observaciones y consejos en el tiempo más preciso, su atención 

y apoyo a fin de culminar de la mejor manera el presente trabajo de investigación. 

Al Dr. Adrián Hernández por estar siempre atento a la realización del trabajo dentro del laboratorio 

y en el bioterio, así como por las aportaciones y sugerencias oportunas para montar los 

experimentos. Muchas gracias por brindarme un poco de su experiencia y tiempo cuando surgieron 

dudas e inconvenientes en el trabajo experimental. 

A la Dra. Lilia M. Beltrán le agradezco ampliamente su tiempo y apoyo cuando fue necesario en la 

redacción y edición de manuscritos, así como su apoyo en el laboratorio y amplia experiencia 

trabajando con unidades experimentales en el bioterio. 

Al Dr. Rogerio R. Sotelo por sus observaciones y aportaciones oportunas a fin de mejorar la calidad 

de la investigación realizada.  

También quiero agradecer el apoyo técnico recibido en el laboratorio para la realización de la tesis 

a la M.C. Carmen Estrada y M. C. Ricardo Reyes. A la Dra. María de Jesús Torres por el apoyo 

técnico en el análisis instrumental; a la Dra. Lourdes Santiago López le agradezco su apoyo técnico 

dentro del laboratorio y por escucharme y brindarme palabras de aliento en momentos complicados. 

 

 

 

 



 5 

DEDICATORIA 

 

 

La presente investigación para obtener el grado de Doctor en Ciencias está dedicado a mi familia, 

en especial a mi madre Antonia Olguín y la memoria de mi padre Magdaleno Álvarez. Juntos lo 

hicimos, logramos culminar el último grado de mi formación académica. 

Sir Isaac Newton dijo “Si he alcanzado a mirar tan lejos, es porque me he apoyado en hombros de 

gigantes”; para mí, ustedes fueron los primeros. Nos vemos en la eternidad papá.  

  



 6 

RESUMEN 

 

 

El efecto antihipertensivo de leche fermentada por Lactococcus lactis NRRL B-50571 (FM-

571) ha sido reportado en ratas espontáneamente hipertensas y el efecto fue atribuido a péptidos 

bioactivos. Sin embargo, aún se desconoce la bioaccesibilidad y biodisponibilidad de los péptidos 

responsables de este efecto, así como el efecto protector de FM-571 como tratamiento preventivo 

en el desarrollo de la hipertensión. Por lo tanto, el objetivo fue evaluar la bioaccesibilidad y 

biodisponibilidad de péptidos bioactivos derivados de FM-571 y el efecto protector en un modelo 

murino con hipertensión inducida con angiotensina II. Se obtuvieron fracciones peptídicas con 

actividad inhibidora de enzima convertidora de angiotensina (ECA) de FM-571 después de ser 

sometida a digestión gastrointestinal simulada (DGS) y a un modelo de absorción ex vivo. Los 

péptidos absorbidos en el compartimento serosal fueron identificados mediante HPLC/MS-MS; 

posteriormente, se determinó cuáles secuencias podrían presentar unión a la ECA mediante un 

análisis in silico. Los resultados mostraron que el IC50 para la actividad inhibidora de la ECA 

disminuyó (p<0.05) después de DGIS y de la absorción. Además, la bioaccesibilidad incrementó 

(p<0.05) a 58% después de DGIS mientras que la abundancia de péptidos disminuyó después de 

la absorción resultando en una biodisponibilidad de 1.36 ± 0.1%. Se identificaron 113 nuevos 

péptidos de los cuales 13 se reportaron previamente con inhibición de ECA. Adicionalmente, 14 

péptidos presentaron alto potencial de unión al sitio activo. Por lo tanto, los resultados sugieren 

que nuevos péptidos derivados de FM-571 con potencial antihipertensivo fueron biodisponibles 

para ejercer su efecto. Respecto al efecto protector, los resultados mostraron que la presión 

sanguínea sistólica y diastólica no fueron significativamente (p>0.05) diferente entre los grupos en 

las primeras dos semanas de administración del tratamiento. Sin embargo, después de la inducción 

de hipertensión, la presión sanguínea sistólica y diastólica en los grupos FM-571 y Captopril fueron 

significativamente (p<0.05) más bajos que en el grupo control negativo (administrado con Ang II 

+ agua). Las actividades ECA, Glutatión Peroxidasa y Peroxidación Lipídica (malondialdehído) en 

plasma no fueron significativamente diferentes (p>0.05) entre los grupos. Sin embargo, la 

actividad de Catalasa fue significativamente más alta (p<0.05) en el grupo FM-571. 

Adicionalmente, el índice de estrés oxidativo fue significativamente más bajo (p<0.05) en el grupo 

FM-571. Los resultados sugieren que FM-571 puede ser usada como tratamiento preventivo para 
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el desarrollo de hipertensión mediante el mejoramiento del sistema de defensa antioxidante 

primario y disminución del índice de estrés oxidativo. 

 

Palabras clave: digestión gastrointestinal simulada, intestino invertido, leche fermentada, 

biodisponibilidad, tratamiento preventivo, hipertensión inducida 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



 8 

ABSTRACT 

 

 

The antihypertensive effect of fermented milk by Lactococcus lactis NRRL B-50571 (FM-

571) has been previously reported in spontaneously hypertensive rats and the effect was attributed 

to bioactive peptides. However, the bioaccesibility and bioavailability of the responsible peptides 

of this effect, as well as the protective effect of FM-571 in an induced hypertensive model has not 

yet been reported. Therefore, the aim of the present study was to evaluate the bioaccessibility and 

bioavailability of bioactive peptides derived from FM-571 as well as the protective  effect of FM-

571 as a preventive treatment in an induced hypertension model with angiotensin II. Peptide 

fractions with angiotensin-converting enzyme (ACE) inhibitory activity were obtained from FM-

571 after being subjected to simulated gastrointestinal digestion (SGD) and an ex vivo absorption 

model. HPLC/MS-MS identified the absorbed peptides into serosal compartment; subsequently, 

their binding potential to the active sites of ACE was determined by in silico analysis. Results 

showed that the IC50 for ACE inhibitory activity decreased (p<0.05) after SGD (1259.55 μg/mL) 

and absorption (p<0.05) (10.02 μg/mL). Moreover, the bioaccessibility increased to 58% after 

SGD, whereas peptide abundance (p<0.05) decreased after absorption resulting in a peptide 

bioavailability of 1.36 ± 0.1%. Moreover, 113 novel peptides were identified from which 13 were 

previously reported as ACE inhibitors and 100 novel potential ACE inhibitory peptides were 

identified. Additionally, 14 peptides showed high binding potential to the active sites of ACE. 

Henceforth, these results suggest that novel peptides derived from FM-571 with antihypertensive 

potential were bioavailable to exert their effect. Additionally, results showed that systolic and 

diastolic blood pressure were not significantly (p>0.05) different among groups during the first 

two weeks of run-in periods of treatment administration. However, after hypertension induction 

with angiotensin II, SBP and DBP in the FM-571 and Captopril groups were significantly (p<0.05) 

lower than in the negative control group (water). ACE activity, glutathione peroxidase and lipid 

peroxidation (malondialdehyde) in plasma were not significantly different (p>0.05) among groups. 

Nevertheless, catalase activity was significantly higher (p<0.05) in the FM-571 group. Moreover, 

the oxidative stress index was significantly lower (p<0.05) in the FM-571 group. Altogether, these 

results support the fact that FM-571 may be used as a preventive treatment for the development of 

hypertension by enhancing the primary antioxidant defense system and decreasing the oxidative 
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stress index.  

 

Key words: Simulated gastrointestinal digestion, everted gut, fermented milk, bioavailability, 

preventive treatment, induced hypertension  
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1. SINOPSIS 

 

 

1.1. Justificación 

 

 

Las enfermedades cardiovasculares son la primera causa de muerte en el mundo y la principal 

preocupación de las autoridades de salud en los países desarrollados, siendo la hipertensión el 

principal factor de riesgo (Zhang et al., 2021). Las primeras recomendaciones para disminuir estas 

enfermedades son cambios de estilo de vida, en específico, los factores modificables tales como 

los patrones dietarios y el sedentarismo (Gallego, Mora y Toldrá, 2018). Adicionalmente, diferentes 

fármacos para el tratamiento de la hipertensión arterial son recomendados; no obstante, estos tienen 

algunos efectos secundarios. En este sentido, mediante la búsqueda de nuevas alternativas más 

saludables para el manejo y control de la hipertensión, se ha evidenciado que los alimentos 

funcionales no solo proveen nutrientes al organismo, sino también tienen el potencial de coadyuvar 

como tratamiento no farmacológico en el control de factores de riesgo de enfermedades 

cardiovasculares (Brown et al., 2018; Karami y Adergani, 2019), como tal es el caso de las leches 

fermentadas.  

La evidencia científica sugiere que los péptidos con efecto antihipertensivo derivados de leche 

fermentada son secuencias de 3 a 12 residuos, poseen aminoácidos hidrofóbicos en la posición 

terminal C y prolina que confieren resistencia a la hidrólisis. Por otro lado, durante la digestión 

gastrointestinal tiene lugar el mayor grado de hidrólisis de las proteínas por acción de las enzimas 

del tracto digestivo aumentando la bioaccesibilidad de la fracción proteica del alimento funcional 

(Kopf-Bolanz et al., 2012). En específico, estudios han reportado que en este proceso ocurre 

hidrólisis del 50% de las proteínas lácteas, y adicionalmente, el 10% de los péptidos liberados son 

hidrolizados a aminoácidos libres. 

Posteriormente, los péptidos bioactivos pueden ser absorbidos intactos a través de las células 

epiteliales, estar biodisponibles y exhibir el efecto biológico; mientras que algunos oligopéptidos 

son hidrolizados por peptidasas de la membrana cepillo-frontera y por lo tanto, estas secuencias 

más cortas pueden ser absorbidas (Wang et al., 2019). Lo anterior, está en función de las 

características fisicoquímicas del péptido conferidas por los aminoácidos constituyentes. En 
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conjunto, el proceso tecnológico de fermentación, así como la digestión y absorción proveen al 

organismo de péptidos bioactivos con potencial para coadyuvar en el control y manejo de la 

hipertensión.  

En nuestro grupo de investigación, estudios in vitro demostraron que leche fermentada por 

Lactococcus lactis NRRL B-50571 (FM-571) presentó actividad inhibidora de la enzima 

convertidora de angiotensina (ECA) (Rodríguez-Figueroa et al., 2010) y se identificaron las 

secuencias peptídicas inhibidoras de ECA después del proceso de fermentación (Rodríguez-

Figueroa et al., 2012). Posteriormente, en un estudio clínico aleatorizado controlado doble ciego se 

demostró el efecto antihipertensivo en personas prehipertensas (Beltrán-Barrientos et al., 2018). 

Además, se estudió el efecto antihipertensivo en un modelo murino con ratas espontáneamente 

hipertensas (REH) (Rodríguez-Figueroa et al., 2013) y se elucidaron los mecanismos responsables 

del efecto, los cuales estuvieron asociados a la inhibición de la ECA, el efecto antioxidante y la 

producción de óxido nítrico (Beltrán-Barrientos et al., 2018b).  

No obstante, es imprescindible evaluar la bioaccesibilidad y biodisdisponibilidad de los péptidos 

de FM-571 liberados después el proceso de digestión gastrointestinal y los que fueron absorbidos 

en el lumen intestinal que presentan potencial efecto antihipertensivo. Adicionalmente, es necesario 

determinar el potencial efecto protector de FM-571 ante el desarrollo de hipertensión arterial en un 

modelo murino con hipertensión inducida.  

 

 

1.2. Antecedentes 

 

 

1.2.1. Obtención de Péptidos Bioactivos 

 

 

El constituyente proteico de los alimentos funcionales provee al organismo aminoácidos y 

secuencias de péptidos cortos, cuyas funciones como péptidos bioactivos han sido objeto de estudio 

en los últimos años (Korhonen, 2009). Los péptidos se encuentran inactivos en las proteínas; éstos 

se han definido como fragmentos específicos (2-12 aminoácidos) que tienen un impacto positivo 

en las funciones del cuerpo y pueden influir en la salud (Kitts y Weiler, 2003). Entre los efectos 
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benéficos a la salud que se atribuyen a péptidos bioactivos están las bioactividades antihipertensiva, 

antioxidante, antitrombótica, antimicrobiana, opioide e inmunomoduladora (Korhonen, 2009). 

 En el caso de la bioactividad antihipertensiva, la inhibición de ECA juega un papel fundamental, 

ya que cataliza la conversión de angiotensina I en angiotensina II en el sistema renina-angiotensina; 

en el cual la angiotensina II es un vasoconstrictor endógeno que incrementa la presión arterial. Por 

lo tanto, la inhibición de ECA por péptidos bioactivos puede ser un coadyuvante en la prevención, 

tratamiento y control de la hipertensión. Los compuestos químicos inhibidores de ECA pueden ser 

sintéticos (como el fármaco Captopril) o péptidos bioactivos derivados de alimentos que se 

pueden obtener de alimentos proteicos mediante algunos procesos tecnológicos. A continuación, se 

describen los principales procesos utilizados para la obtención de péptidos bioactivos. 

 

 

1.2.1.1. Hidrólisis enzimática de proteínas. Para llevar a cabo la hidrólisis enzimática es importante 

determinar algunos parámetros (e.g. temperatura, pH y tiempo de hidrólisis) para optimizar la 

liberación de péptidos a partir de la proteína nativa. Lo anterior, debido a que se relaciona con el 

grado de hidrólisis, lo cual influye en el tamaño y composición de aminoácidos, y por lo tanto, la 

bioactividad de las secuencias liberadas (Marcianik et al., 2018). Posterior a la hidrólisis, con la 

aplicación de técnicas de separación, analíticas e instrumentales se realiza la identificación de las 

secuencias peptídicas para llevar a cabo análisis más específicos.  

Las enzimas más empleadas en la hidrólisis de proteínas alimentarias son la papaína, pepsina de 

mucosa gástrica porcina (Mohan et al., 2015), tripsina, quimotripsina y proteasas comerciales (Ngo 

et al., 2015). Abdel-Hamid et al. (2017) hidrolizaron leche descremada de búfala utilizando 

papaína, pepsina y tripsina para obtener péptidos inhibidores de ECA. El hidrolizado con papaína 

y tripsina, presentó la actividad inhibidora de ECA más alta (p<0.05; IC50 <50 g/mL) con respecto 

al hidrolizado con pepsina (IC50  100g/mL). En otro estudio, Ibrahim et al. (2017) hidrolizaron 

caseína y proteínas de suero de leche de cabra con pepsina para obtener péptidos inhibidores de 

ECA. Los autores reportaron que el péptido PEQSLACQCL derivado de -lactoglobulina f(113-

122),  ARHPHPHLSFM derivado de -caseína f(96-106) y QSLVYPFTGPI derivado de -caseína 

f(56-66) mostraron actividad inhibidora de ECA comparable al Captopril. 

Corolasa PP es una proteasa comercial que posee las enzimas quimotripsina, elastasa, dipeptidasa, 

tripsina y aminopeptidasas, por ser un preparado enzimático de amplio espectro que hidroliza 
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productos y subproductos alimentarios a pH alcalino, se ha empleado para la obtención de péptidos 

con actividad antioxidante y péptidos inhibidores de ECA (Guan et al., 2018). Quirós et al. (2012) 

utilizaron caseinato como sustrato con diferentes tratamientos para optimizar la hidrólisis 

empleando la metodología de superficie de respuesta. La hidrólisis con Corolasa PP a una 

concentración de 60 mg/g de proteína durante 24 h a 37 ºC permitió obtener la concentración más 

alta del péptido HLPLP. Por otro lado, Guan et al. (2018) utilizaron tratamiento a altas presiones 

hidrostáticas combinado con hidrólisis con Corolasa PP para obtener péptidos antioxidantes e 

inhibidores de ECA; determinaron que la hidrólisis con Corolasa PP a 200 MPa fue más eficiente 

para la obtención de péptidos, además, disminuyó la hidrofobicidad superficial de los hidrolizados. 

Fujita et al. (2010) hidrolizaron diferentes alimentos con enzimas; la hidrólisis de músculo de pollo 

la realizaron con termolisina, mientras que ovoalbúmina fue hidrolizada con pepsina, tripsina, 

quimotripsina y termolisina. De los péptidos obtenidos con actividad inhibidora de ECA, el que 

presentó la mayor actividad de inhibición fue IKW con un valor IC50 de 0.21M. También 

observaron que los péptidos IY, LW, IKW, LAP, LKP, LKPNM, y IWHHT presentaron actividad 

antihipertensiva similar después de ser administrados vía intravenosa (10mg/kg) a ratas 

espontáneamente hipertensas. Así mismo, los péptidos IY, LW, KW, LKP, LKPNM, IWHHT, 

IVGRPR, y IVGRPRHQG también presentaron actividad antihipertensiva después de ser 

administrados vía oral (60 mg/kg). 

 

 

1.2.1.2. Procesado de alimentos. Las proteínas poseen propiedades nutricionales, biológicas y 

funcionales que se ven modificadas durante el procesamiento de los alimentos (Toldrá et al., 2018; 

Kopf-Bolanz et al., 2014); entre los principales procesos se encuentran la fermentación y el curado. 

En carnes fermentadas y proteínas de pescado, la fracción proteica se hidroliza por peptidasas 

microbianas y enzimas endógenas musculares (Mora et al., 2016). En el caso de la leche, el 

tratamiento térmico influye directamente en la liberación de péptidos de -lactoglobulina durante 

la digestión gástrica (Kopf-Bolanz et al., 2014; Sánchez-Rivera et al., 2015). Además, la actividad 

proteolítica de microorganismos iniciadores de la fermentación lleva a la liberación de péptidos 

bioactivos y aminoácidos libres por acción de proteasas extra e intracelulares (Hernández-Ledesma 

et al., 2007; Litopulou-Zanetaki y Tzanetaki 2014). 
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1.2.1.3. Digestión gastrointestinal. La digestión gastrointestinal in vivo es un proceso dinámico en 

donde tiene lugar la liberación secuencial de enzimas gástricas (pepsina) e intestinales (tripsina, 

quimotrisina, elastasas, carboxipeptidasas, etc.) junto con cambios en el pH durante el tiempo de 

residencia de la matriz alimentaria en el tracto gastrointestinal. Adicionalmente, los movimientos 

peristálticos en la fase gástrica e intestinal tienen un efecto en la tasa de liberación y desintegración 

de la matriz alimentaria. Durante el proceso tiene lugar la hidrólisis secuencial de las proteínas, lo 

cual provee péptidos y aminoácidos al organismo donde la absorción tiene lugar en el duodeno y 

en el jejuno superior (Sánchez-Rivera et al., 2015). 

Con el fin de simular la digestión gastrointestinal in vivo, se han desarrollado modelos de digestión 

gastrointestinal estática y dinámica para diferentes matrices alimentarias (Kopf-Bolanz et al., 2012; 

Kopf-Bolanz et al., 2014, Egger et al., 2019). Uno de los modelos más empleados para la digestión 

gastrointestinal simulada de leche, es el método estático desarrollado por Kopf-Bolanz et al. (2012), 

el cual se realiza en tres fases: fase oral, gástrica e intestinal. El porcentaje de hidrólisis de proteínas 

reportado es del 53.9%, siendo di y tripéptidos las secuencias mayoritarias, de estos, el 10% es 

hidrolizado a aminoácidos libres. Este método fue validado comparando los resultados con los 

valores reportados de estudios de digestión humana. Por otro lado, aunque los métodos de digestión 

dinámica simulan de manera más cercana el proceso digestivo que ocurre en el organismo, los 

resultados no presentaron diferencias en la hidrólisis de proteínas de la leche al comparar un método 

estático y uno dinámico; adicionalmente, estos no fueron diferentes al compararlos con la digestión 

in vivo (Egger et al., 2019). 

 

 

1.2.2. Bioaccesibilidad y Biodisponibilidad de Péptidos Bioactivos 

 

 

1.2.2.1. Bioaccesibilidad y estabilidad de péptidos bioactivos. Bioaccesibilidad se define como la 

cantidad o fracción que se libera de la matriz alimentaria en el tracto gastrointestinal y está 

disponible para su absorción (Carbonell-Capella et al., 2014). Esto incluye la transformación que 

tiene lugar en la digestión y está listo para la absorción en el epitelio intestinal y finalmente, el 

metabolismo pre-sistémico. Por otro lado, Carbonell-Capella et al. (2014) reportaron que la 

biodisponibilidad se define como la porción y el grado en el cual un compuesto del alimento es 
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absorbido y es disponible en circulación sistémica para el metabolismo celular del hospedero. En 

este sentido, en estudios de digestión gastrointestinal simulada de leche se reportó que el 53.9% de 

las proteínas fueron hidrolizadas a di y tripéptidos; y al comparar estos resultados con estudios in 

vivo no se observaron diferencias en el porcentaje de bioaccesibilidad (Kopf-Bolanz et al., 2012; 

Egger et al., 2019). Por lo tanto, los di y tripéptidos así como otras secuencias de oligopéptidos 

bioaccesibles durante la digestión gastrointestinal pueden ser absorbidas en el intestino.  

Para el caso de otras matrices alimentarias como semilla de lenteja, soya, frijol pinto y semilla de 

quinoa, la bioaccesibilidad que se reporta está en rangos que van de 21.92 a 50% expresada como 

grado de hidrólisis. Adicionalmente, después de la digestión gastrointestinal simulada, las 

secuencias peptídicas liberadas presentaron actividad inhibidora de ECA, antioxidante y 

antimicrobiana en ensayos in vitro (Guo et al., 2020; Jakubczyk y Baraniak 2013; Capriotti et al., 

2015; Tagliazucchi et al., 2015). No obstante, después del proceso de digestión, el bolo alimenticio 

está en contacto con las peptidasas de membrana cepillo-frontera previo a su absorción, por lo cual, 

podrían ser posteriormente hidrolizado. Por lo tanto, las secuencias peptídicas y la bioactividad 

observada pueden ser modificadas después de la absorción. 

 

 

1.2.3. Absorción de Péptidos Bioactivos 

 

 

La absorción de péptidos bioactivos en epitelio intestinal está en función de diferentes factores, 

entre los principales se encuentran: a) el estado de ayuno o condiciones postprandiales al momento 

de la administración; b) las interacciones entre los componentes del bolo alimenticio en el tracto 

gastrointestinal; c) la competencia con otros nutrientes que comparten la misma ruta de absorción; 

d) el estado fisiológico (salud o enfermedad) del organismo, y la edad (Shen y Matsui, 2017; Ozorio 

et al., 2020). Por lo anterior, es importante determinar la absorción de péptidos potencialmente 

bioactivos. 

Los estudios de absorción se realizan mediante ensayos in vitro con el uso de líneas celulares, o 

mediante estudios ex vivo empleando modelos basados en tejido intestinal bajo condiciones 

fisiológicas. El cultivo de la línea celular Caco-2 en monocapa es utilizado debido a que después 

de su diferenciación presenta características funcionales y estructurales similares a enterocitos 

maduros, con microvellosidades de cepillo-frontera, uniones estrechas entre células y expresión de 
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enzimas y transportadores de membrana (Shen y Matsui 2017), esto lo hace un buen modelo para 

elucidar los mecanismos de absorción de péptidos específicos así como su resistencia o hidrólisis 

por las peptidasas de membrana cepillo frontera (Vij et al., 2016). Por otro lado, los modelos ex 

vivo han sido utilizados para determinar la absorción de fármacos con resultados satisfactorios al 

compararlos con estudios de absorción humana, ya que presentan permeabilidad celular 

comparable al epitelio del intestino delgado, tienen presencia de mucosa y expresan enzimas de 

membrana cepillo frontera (Álvarez-Olguín et al., 2022). A continuación se describen los 

mecanismos de absorción de péptidos bioactivos en el epitelio intestinal. 

 

 

1.2.3.1. Transportador de Péptidos Pept1. PepT1 es un transportador de péptidos miembro de la 

familia de transportadores dependiente de H+, transporta di y tripéptidos del lumen intestinal a 

través de los enterocitos mediante el gradiente de protones entre el lumen intestinal (pH 5.5-6.0) y 

las células epiteliales (pH 7.0). El gradiente electroquímico se mantiene a través del intercambiador 

H+/Na+ el cual es balanceado por la ATPasa basolateral de Na+/K+ (Xu et al., 2019). Entre las 

secuencias peptídicas que transporta PepT1 se encuentran los péptidos antihipertensivos IPP, LKP, 

IQW (Glesson et al., 2017), el péptido antihipertensivo y antioxidante IRW (Bejjani y Wu 2013) y 

el péptido YPI (Miguel et al., 2008). PepT1 realiza el transporte de péptidos con carga neutra, 

hidrofóbicos, y se une a residuos ricos en aminoácidos no polares (Xu et al., 2019). 

 

 

1.2.3.2. Ruta paracelular pasiva. La ruta paracelular pasiva es mediada a través de las uniones 

estrechas entre enterocitos, las cuales consisten de la zónula de ocludinas-1, ocludinas y claudinas 

que forman una barrera biológica estrecha con penetración selectiva. Esta vía de transporte 

independiente de energía permite la absorción de oligopéptidos por difusión pasiva. Entre los 

péptidos bioactivos transportados por esta vía de absorción están los previamente reportados con 

actividad antihipertensiva KVLPVP (Sun et al., 2009), HLPLP (Quiros et al., 2008), RLSFNP (Guo 

et al., 2018) y con actividad antioxidantes DHHAPQLR, WDHHAP (Xu et al., 2018), RWQ y WQ 

(Fernández-Musoles et al., 2013).  

 

 

1.2.3.3. Transcitosis. Este mecanismo de transporte transcelular de péptidos es dependiente de 
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energía, se realiza a través de interacciones hidrofóbicas entre péptidos y la superficie apical de los 

enterocitos, lo cual lleva a la formación de vesículas donde los péptidos son embebidos; 

posteriormente las vesículas son internalizadas en los enterocitos. La absorción mediante este 

mecanismo se realiza en péptidos con alta hidrofobicidad con más de cuatro aminoácidos en su 

estructura. Entre las secuencias peptídicas que se absorben por esta ruta está el péptido antioxidante 

YWDHNNPQIR compuesto por aminoácidos hidrofóbicos (Xu et al., 2017), y los péptidos 

VLPVPQK y RPPGFSPFR (Vij et al., 2016). 

 

 

1.2.4. Péptidos Bioactivos en el Lumen Intestinal 

 

 

Diversos estudios en modelos in vivo han evidenciado que solo un 0.059 al 5.18% de péptidos 

bioactivos bioaccesibles son absorbidos en el lumen intestinal (Sánchez-Rivera et al., 2014; Van 

der Pijl et al., 2008; Yamada et al., 2015). No obstante, los péptidos y aminoácidos que no se 

absorben en el intestino delgado, pudieran ejercer funciones específicas a nivel del epitelio 

intestinal.  

Estudios recientes sugieren que los péptidos juegan un papel importante en la regulación de la 

microbiota intestinal (Asaholu, 2020). Adicionalmente, pueden tener interacciones moleculares 

con la microbiota y ser metabolizados por ésta, generan nuevas secuencias de péptidos bioactivos, 

aminoácidos y ácidos grasos de cadena corta con funciones específicas a través de su interacción 

con receptores intestinales (Wu et al., 2017). En específico, ha sido previamente reportado que 

péptidos pueden estimular o inhibir el crecimiento de microorganismos específicos (Liu y Ho, 

2018), modular la producción de la mucina (Shimizu, 2004; Martínez-Augustin et al., 2014), ser 

catabolizados como fuente de nitrógeno y carbono, ser metabolizados a ácidos grasos de cadena 

corta (Gentile y Weir, 2018) y así mejorar la disbiosis intestinal (Beltrán-Barrientos et al., 2021). 

 

 

1.2.5. Biodisponibilidad in vivo 

 

 

Una vez que los péptidos son absorbidos, estos están en contacto con peptidasas del torrente 
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sanguíneo donde pueden ser objeto de una hidrólisis final antes de ejercer el efecto bioactivo 

(Sánchez-Rivera et al., 2014). En este sentido, los estudios de farmacocinética después de la 

administración oral o intravenosa de péptidos específicos permiten dar seguimiento al 

metabolismo, el efecto bioactivo y conocer los péptidos resultantes. En el caso específico del 

péptido LHLPLP, este fue hidrolizado por las peptidasas de membrana cepillo frontera en estudios 

in vitro (Quirós et al., 2008) con hidrólisis entre los enlaces leucina-histidina liberando el 

pentapéptido HLPLP. Posteriormente, Sánchez-Rivera et al. (2014) observaron que el pentapéptido 

ejerce efecto antihipertensivo en REH; adicionalmente, el péptido fue hidrolizado a las secuencias 

LPLP y HLPL por peptidasas del torrente sanguíneo. No obstante, se desconoce si los tetra-péptidos 

resultantes tienen efecto antihipertensivo. 

Por otro lado, la biodisponibilidad que se reporta para las secuencias peptídicas antihipertensivas 

es relativamente baja, siendo de 5.18% para el péptido LHLPLP que fue administrado por la vía 

oral (Sánchez-Rivera et al., 2014); mientras que para secuencias más cortas como los tripéptidos 

IPP, LPP y VPP a pesar de no ser hidrolizados por peptidasas de torrente sanguíneo, la 

biodisponibilidad reportada en cerdos fue de 0.059 a 0.077% (Van der Pijl et al., 2008). No 

obstante, aún con la baja biodisponibilidad in vivo, los péptidos presentaron efecto antihipertensivo. 

Yamada et al. (2015) observaron efecto antihipertensivo dependiente de la dosis del péptido 14C-

MKP después de una administración oral intragástrica en REH, el porcentaje del péptido intacto 

después de 4 h fue de 3.6% con la concentración más alta de 0.9 𝜇M a los 8 min después de la 

administración.  

Por otro lado, en los estudios donde no se evalúa la farmacocinética de péptidos, estos reportan el 

efecto bioactivo in vivo mediante la medición de una variable de respuesta primaria. En nuestro 

grupo de investigación, se reportó el efecto antihipertensivo FM-571 en personas prehipertensas 

(Beltrán-Barrientos et al., 2018a) y un modelo murino REH (Rodríguez-Figueroa et al., 2013; 

Beltrán-Barrientos et al., 2018b). De manera similar, se demostró que los mecanismos del efecto 

hipotensor debido al consumo de esta leche fermentada fueron: la inhibición de la actividad ECA 

in vivo, la producción de óxido nítrico y efecto antioxidante (Beltrán-Barrientos et al., 2018b). El 

efecto antihipertensivo FM-571 fue atribuido a péptidos bioactivos liberados durante la 

fermentación de la leche y la digestión gastrointestinal. No obstante, para validar las propiedades 

funcionales de FM-571 además de la actividad inhibidora de ECA in vitro y la bioactividad in vivo, 

es necesario identificar los péptidos liberados después del proceso de digestión gastrointestinal y 

que se absorben en el lumen intestinal y tienen efecto antihipertensivo, así como las secuencias 
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peptídicas que no fueron absorbidas en el lumen intestinal. Adicionalmente, aun es necesario 

determinar la prevención del desarrollo de la hipertensión arterial por FM-571 en un modelo 

murino. 

 

 

1.2.6. Estudios de Prevención de Hipertensión 

 

 

La hipertensión es el principal factor de riesgo para el desarrollo de enfermedades cardiovasculares 

(Zhang et al., 2021). Las primeras recomendaciones para disminuir estas enfermedades son 

cambios de estilo de vida, en específico, los factores modificables tales como los patrones dietarios 

y el sedentarismo (Gallego, Mora y Toldrá, 2018). En este sentido, los alimentos funcionales 

pueden ser empleados como un coadyuvante en el manejo de la hipertensión arterial. En particular, 

algunos estudios han probado el efecto antihipertensivo de leche fermentada en modelos murinos 

de hipertensión espontánea y en personas hipertensas; sin embargo, pocos estudios han probado el 

efecto protector de estos alimentos al desarrollo de hipertensión.  

Sipola et al. (2001) reportaron que la administración ad libitum de leche fermentada por 

Lactobacillus hevelticus LBKH16 adicionada con los péptidos IPP y VPP a concentración entre 

2.5 – 3.5 mg/kg/día, así como los péptidos disueltos en agua a la misma concentración, atenuaron 

el desarrollo de hipertensión en ratas SHR al administrar los tratamientos durante 12 semanas; 

adicionalmente, sugirieron que el posible mecanismo del efecto preventivo fue la inhibición de 

ECA in vivo. En un estudio similar realizado por Jauhiainen et al. (2005) observaron que leche 

fermentada por Lactobacillus hevelticus LBKH16 adicionada con los tripéptidos VPP e IPP a 

concentración de (1.8 – 2.0 mg/100g) atenuaron de manera más efectiva el desarrollo de 

hipertensión en ratas SHR al comparar con los péptidos puros y la mezcla de péptidos y minerales 

(Potasio, Calcio y Magnesio).  

Por otro lado, en un modelo murino de hipertensión inducida con Angiotensina II, se observó efecto 

protector al desarrollo de hipertensión al administrar el péptido DPYKLRP por intubación gástrica 

a concentración de 10 mg/kg (García-Tejedor et al., 2015). En un estudio similar, El-Fattah et al. 

(2017) observó efecto antihipertensivo durante cuatro semanas cuando se administró leche 

fermentada con Lactibacillus rhamnosus B-1445, O-114, YC-X11 y Lactibacillus helveticus Lh-B 

02 en un modelo de hipertensión inducida con Dexametasona vía subcutánea. 
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De manera similar, Kamkar-Del et al. (2020) demostraron efecto protector al desarrollo de 

hipertensión al administrar dos extractos de Ziziphus jujuba durante cuatro semanas previo a la 

inducción de hipertensión con Ang vía intravenosa. Los autores sugieren que el efecto protector 

fue debido a los fenoles y flavonoides presentes en los extractos. Angiotensina II vía su receptor 

AT1 es un fuerte activador del estrés oxidativo vascular mediante el estímulo de la producción de 

NADPH oxidasa, enzima que actúa como una de las más importantes fuentes del ion peróxido y 

anión superóxido. 

 

 

1.3. Hipótesis 

 

 

Hipótesis Primaria 

Péptidos derivados de leche fermentada con Lactococcus lactis NRRL B-50571 están 

biodisponibles ya que presentan inhibición de la enzima convertidora de angiotensina después de 

haber sido sometidos a un modelo de absorción ex vivo. 

 

Hipotesis Secundaria  

Leche fermentada por Lactococcus lactis NRRL B-50571 previene el desarrollo de hipertensión en 

un modelo murino.  

 

 

1.4. Objetivo General 

 

 

• Evaluar la biodisponibilidad de péptidos bioactivos derivados de leche fermentada con 

Lactococcus lactis NRRL B-50571 con actividad inhibidora de la enzima convertidora de 

angiotensina. 

• Evaluar la prevención del desarrollo de hipertensión por leche fermentada con Lactococcus 

lactis NRRL B-50571 en un modelo murino. 
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1.5. Objetivos Específicos 

 

 

• Evaluar la bioaccesibilidad y biodisponibilidad de péptidos inhibidores de ECA derivados 

de leche fermentada con Lactococcus lactis NRRL B-50571 después de ser sometida a un 

modelos de digestión gastrointestinal simulada y absorción ex vivo.  

• Identificar por LC-MS/MS los péptidos inhibidores de ECA derivados de leche fermentada 

con Lactococcus lactis NRRL B-50571. 

• Determinar las propiedades fisicoquímicas, bioactividad y afinidad de unión de los péptidos 

al sitio activo de ECA por análisis in silico.  

• Evaluar el efecto de leche fermentada por Lactococcus lactis NRRL B-50571 como 

tratamiento preventivo en el desarrollo de hipertensión arterial inducida con angiotensina 

II en un modelo murino. 

• Evaluar si el efecto de prevención de desarrollo de hipertensión por Lactococcus lactis 

NRRL B-50571 es por inhibición de la ECA y/o actividad antioxidante. 

 

 

1.6. Sección Integradora del Trabajo 

 

 

Los artículos que integran esta tesis son tres, a continuación se describen brevemente.  

 

Artículo 1. Current trends and perspectives on bioaccesibility and bioavailability of food 

bioactive peptides: in vitro and ex vivo studies.  

Este artículo presenta una revisión actualizada relacionada a los ensayos in vitro y ex vivo que se 

han realizado para evaluar la bioacesibilidad y biodisponibilidad de péptidos bioactivos derivados 

de alimentos. En este sentido, se hace énfasis en la hidrólisis de la matriz alimentaria durante la 

digestión gastrointestinal, así como en la estabilidad y propiedades bioactivas de los péptidos 

liberados bajo los diferentes microambientes en cada una de las etapas de la digestión. La revisión 

permitió realizar un análisis crítico de los protocolos de digestión gastrointestinal simulada para 

diferentes matrices, así como las ventajas y desventajas que presenta cada uno. Se evidenció que 
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los métodos estáticos, a pesar de no simular exactamente la digestión gastrointestinal in vivo como 

lo hacen los protocolos de digestión dinámica, no presentan diferencias significativas con la 

digestión in vivo.  

Por otro lado, se reportó que péptidos específicos bioaccesibles pueden ser hidrolizados por las 

peptidasas de membrana cepillo frontera antes de la absorción, y que las secuencias más cortas 

pueden tener el efecto bioactivo. Adicionalmente, entre los métodos más empleados para los 

ensayos de absorción in vitro son las líneas celulares Caco-2, mientras que en ensayos ex vivo, el 

protocolo Ussing chamber e intestino invertido son utilizados para evaluar la absorción global de 

péptidos y la permeabilidad intestinal. En específico, las líneas celulares Caco-2 son utilizados para 

elucidar los mecanismos de absorción de diferentes compuestos; no obstante, este modelo no logra 

simular la permeación intestinal humana. En este sentido, el epitelio intestinal incluye mucosa 

intestinal, células M, células endócrinas y células caliciformes, las cuales no están consideradas en 

la línea celular Caco-2; por lo que este modelo presenta menor transporte de absorción que el 

intestino delgado. Por todo lo anterior, estudios recientes han utilizado los modelos ex vivo 

(utilizando tejidos animales) debido a que consideran estos componentes. Así mismo, el protocolo 

ex vivo de intestino invertido destaca por presentar una adecuada permeabilidad paracelular, 

estructura intestinal y capa de mucosa similar a las condiciones in vivo durante el tiempo de ensayo. 

Este artículo fue publicado en la revista J Sci Food Agric.  

 

 

Artículo 2. Bioaccesibility and bioavailability of peptides from fermented milk after 

gastrointestinal digestion and ex vivo absorption.  

En este artículo se evaluó la bioaccesibilidad y biodisponibilidad de péptidos derivados de leche 

fermentada con Lactococcus lactis NRRL B-50571 (FM-571) después de haber sido sometidos a 

un modelo de absorción ex vivo. Primeramente, la leche fermentada fue sometida a digestión 

gastrointestinal simulada (DGS) con un protocolo de digestión estática validado para leche. 

Después, se determinó la actividad inhibidora de ECA en FM-571, FM-571 después de haber sido 

sometida a la DGS y después de haber sido sometida a DGS y absorción en el modelo ex vivo. El 

ensayo de absorción ex vivo se realizó empleando el modelo del intestino invertido utilizando un 

segmento de jejuno de rata macho Wistar, montado en un dispositivo diseñado para tal efecto. El 

contenido absorbido en el compartimento serosal fue fraccionado mediante RP-HPLC y se 
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determinó la inhibición de la ECA, para posteriormente identificar por LC-MS/MS, las fracciones 

cromatográficas con mejor IC50 de actividad inhibidora de ECA. Finalmente, con los péptidos 

identificados se realizaron ensayos in silico para determinar sus propiedades fisicoquímicas, la 

bioactividad previamente reportada, la probabilidad de poseer una bioactividad de acuerdo a su 

composición de aminoácidos y secuencia, así como la afinidad de unión de éstos al sitio activo de 

ECA.  

En general, se observó la absorción de péptidos bioactivos intactos derivados de la fermentación 

que fueron estables durante los procesos de digestión y absorción ex vivo. Adicionalmente, se 

observó que algunos péptidos fueron hidrolizados por peptidasas de membrana cepillo frontera del 

epitelio intestinal del tejido ex vivo. Entre los péptidos bioactivos identificados, en su mayoría 

fueron hidrofóbicos, e incluso se identificaron trece péptidos previamente descritos como 

inhibidores de ECA y otros con propiedades antihipertensivas y antioxidantes. Se identificaron 100 

nuevas secuencias de péptidos con potencial actividad inhibitoria de ECA. Finalmente, mediante 

el análisis in silico se identificaron 14 secuencias con alto potencial de unión al sitio activo de la 

ECA in vivo. Este artículo se encuentra en revisión en la revista ACS Food Science & Technology.  

 

 

Artículo 3. Fermented milk as preventive treatment in an induced hypertension murine 

model with Ang II.  

En este artículo se evaluó el efecto de leche fermentada con Lactococcus lactis NRRL B-50571 

para prevenir el desarrollo de hipertensión en un estudio in vivo con ratas macho Wistar sanas.  En 

este estudio, las ratas fueron aleatorizadas y asignadas a cuatro tratamientos: 1) Control sano 

(agua); 2) Control negativo (administradas con Ang II para inducción de hipertensión + agua); 3)  

Control positivo (administradas con Ang II para inducción de hipertensión + Captopril®); 4) FM-

571 (administradas con Ang II para inducción de hipertensión + FM-571). Los tratamientos se 

administraron durante dos semanas, y en la tercer semana, los días 15 y 21 se administró por vía 

intravenosa (i.v.) una sola dosis de Ang II. La presión arterial se determinó cada semana y después 

de 7 semanas de tratamiento, se les dio muerte a las ratas y se colectó la sangre para evaluar en 

plasma las actividades enzimática de ECA, catalasa y glutatión peroxidasa, así como la 

peroxidación lipídica e índice de estrés oxidativo. Los resultados mostraron que se observó efecto 

protector de FM-571 como tratamiento preventivo en el desarrollo de hipertensión; adicionalmente, 
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se observó efecto antihipertensivo de FM-571 durante 7 semanas. Respecto a la actividad 

enzimática en plasma, se observó que la inhibición de ECA in vivo no es un mecanismo por la cual 

se regula la presión sanguínea en este modelo de hipertensión. Por otro lado, la actividad de catalasa 

en el grupo FM-571 incrementó significativamente respecto a los grupos control, y la actividad de 

glutatión peroxidasa no fue estadísticamente diferente entre los grupos. De manera similar, los 

productos de peroxidación lipídica expresados como malondialdehído no presentaron diferencias 

significativas entre los grupos, mientras que el índice de estrés oxidativo fue estadísticamente 

menor en el grupo FM-571. Los resultados sugieren que el efecto protector al desarrollo de 

hipertensión en el modelo murino de hipertensión inducida puede deberse al mejoramiento del 

sistema de defensa antioxidante primario y a la disminución del índice de estrés oxidativo durante 

la administración de FM-571. Por lo tanto, FM-571 podría ser administrada como un coadyuvante 

en la prevención de hipertensión.  
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Abstract 

The mechanistic pathways of the antihypertensive effect of fermented milk by Lactococcus lactis 

NRRL B-50571 (FM-571) have been previously reported in spontaneously hypertensive rats. 

However, the protective effect of FM-571 in an induced hypertensive model has not been reported. 

Therefore, the aim of the present study was to evaluate the effect of FM-571 as a preventive 

treatment in an induced hypertension murine model with angiotensin II (Ang II). Results showed 

that systolic (SBP) and diastolic (DBP) blood pressure were not significantly (p>0.05) different 

among groups during the first two weeks run-in periods of treatment administration. However, after 

hypertension induction with Ang II, SBP and DBP in the FM-571 and Captopril groups were 

significantly (p<0.05) lower than in the negative control group (water). Angiotensin converting 

enzyme activity, glutathione peroxidase and lipid peroxidation (malondialdehyde) in plasma were 

not significantly different (p>0.05) among groups. Nevertheless, catalase activity was significantly 

higher (p<0.05) in the FM-571 group. Moreover, the oxidative stress index was significantly lower 

(p<0.05) in the FM-571 group. Altogether, these results support the fact that FM-571 may be used 

as a preventive treatment for the development of hypertension by enhancing the primary 

antioxidant defense system and decreasing the oxidative stress index.  

 

Keywords: preventive treatment, induced hypertension, fermented milk, enzymatic activity, 

oxidative stress.  
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Introduction  

Cardiovascular diseases are the leading cause of death worldwide and the main concern for health 

authorities in developed countries. Dietary patterns and physical activity are the most 

recommended and important lifestyle changes to reduce risk factors. Particularly, hypertension is 

a multifactorial disease with systemic implications and one of the main risk factors for the 

development of cardiovascular diseases (Zhang et al., 2021). The etiology of hypertension begins 

in the renin-angiotensin system (RAS); thus, this system is mainly targeted for the regulation of 

blood pressure (Harrison-Bernard, 2009). Specifically, in RAS the angiotensin-I converting 

enzyme (ACE) hydrolyzes angiotensin I to release angiotensin-II (Ang II), a potent vasoconstrictor. 

Additionally to this, Ang II possesses other signaling mechanisms with important implications for 

physiological and pathophysiological effects (Rajagopalan et al., 1996). 

In this sense, it has been reported that Ang II is related with the production of reactive oxygen 

species (ROS) (Masi et al., 2019). In healthy patients, homeostasis in cellular redox is reached by 

the balance between ROS and endogenous antioxidants. However, in several diseases such as 

hypertension, an enhanced production of ROS takes place, leading to an antioxidant imbalance and 

thus, developing an oxidative stress state (Yuan et al., 2012; Masi et al., 2019). Moreover, this 

oxidative stress may induce vascular endothelial dysfunction and reduce nitric oxide (NO) 

production (Yuan et al., 2012).  

Thus, the regulation of blood pressure and neutralization of reactive oxygen species in vivo by food 

bioactives can be a good option to ameliorate and adjuvant in the treatment of hypertension. In this 

sense, rodent models have proven to be an invaluable tool for testing new possible treatments to 

lower blood pressure as well as for studying molecular mechanisms underlying essential 

hypertension (Jama et al., 2021). Overall, rodent hypertensive models may be genetic or induced. 

Usually, spontaneously hypertensive rats (SHR) (genetic) is the most commonly used hypertension 

model, followed by the induced hypertensive model with the of infusion Ang II (Jama et al., 2021). 

Inappropriate regulation of the renin angiotensin-aldosterone system (RAAS) in primary 

hypertension has made the Ang II rodent model a reliable model to study hypertension.  Doses of 

Ang II usually range from 200 ng/kg/min to 1440 ng/kg/min over a period of 14– 28 days, and the 

effects on blood pressure (BP) may vary (Jama et al., 2021). However, there are advantages and 

disadvantages associated with this model. In this regard, although Ang II can produce immediate 

effects on blood pressure; nevertheless, the development of hypertension in humans takes years to 
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develop (Gomolak and Didion, 2014). Moreover, higher Ang II doses (e.g. >1000 ng/kg/min ), 

induces a rapid increase in BP (Gomolak and Didion, 2014). On the other hand, repeated doses of 

<400 ng/kg/min, results in a gradual increase of BP and has been associated with end-organ 

damage, which mimics essential hypertension in humans (Kawada et al., 2002).  

Furthermore, the infusion of Ang II in murine models stimulates the production of NADPH 

oxidases, which has been reported to enhance the O2
∙- anion production in the vasculature of 

kidneys, and thus, increasing reactive oxygen species (ROS) (López et al., 2003). The conjunction 

of these factors lead to the imbalance of the first line of antioxidant defense with final implications 

in the increase of blood pressure, renal damage and endothelial dysfunction (Gomolak and Didion, 

2014).  

On the other hand, there is a growing body of  evidence showing that fermented milks may act as 

adjuvants in the treatment of hypertension (Beltrán-Barrientos et al., 2016), either by inhibiting 

ACE, or by neutralizing reactive oxygen species or both (Beltrán-Barrientos et al., 2018a). In  

previous studies we reported the antihypertensive effect of fermented milk by Lactococcus lactis 

NRRL B-50571 (FM-571) in SHR and in clinical studies (Rodríguez-Figueroa et al., 2013ab; 

Beltrán-Barrientos et al., 2018ab), where the effect was associated to the delivery of peptides with 

ACE inhibitory activity and an antioxidant effect. In particular, these studies were carried out when 

hypertension had already developed. Nevertheless, the potential protective effect over the 

development of hypertension has not yet been explored. Thus, the aim of the present work was to 

evaluate the potential effect of FM-571 as a preventive treatment in a murine model with induced 

hypertension by Ang II. 

 

Materials and Methods 

 

Preparation of fermented milk  

Fermented milk was prepared as described by Beltrán-Barrientos et al. (2018a). The strain 

Lactococcus lactis NRRL B-50571 was inoculated at 3% in broth M17 supplemented with  sterile 

lactose (10%) and incubated at 30 ºC for 24 h; this procedure was made repeated twice to obtain a 

fresh culture. Reconstituted sterilized skim milk (10%; 110 ºC/10 min) was inoculated with fresh 

culture (3%) and incubated at 30 ºC for 12 h to obtain a fresh inoculum. Finally, fermented milk 

was prepared by the addition of the inoculum (3%) to pasteurized reconstituted skim milk (80 ºC/30 
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min) and incubated at 30 ºC for 48 h. Heat treatment (75 ºC/15 min) was applied after fermentation 

to inactive the bacteria followed by cooling in an ice bath. FM-571 was frozen at -20 ºC until used. 

 

Murine model 

Male Wistar rats (n = 28) with a mean weight of 235 ± 19.9 g were obtained from the Research 

Animal Facility at the University of Sonora (Hermosillo, Sonora, México). Rats were placed in 

individual stainless steel cages with water and a standard diet ad libitum, under 12 h cycles of 

light/dark at 22 ± 2 ºC and 50 ± 6% relative humidity. After a one-week of period of adaptation, 

rats were randomized into four groups (n=7): 1) FM-571, group administered with fermented milk 

FM-571; 2) Positive control, group administered with Captopril® (40 mg/kg body weight (BW)); 

3) Negative control, hypertensive group; and 4) healthy control. The study protocol was approved 

by the Bioethics Committee of the Research Center for Food and Development (Spanish acronym, 

CIAD), Hermosillo, Sonora, Mexico (CE/017/2019). 

 

Administration of treatments 

Groups administered with FM-571 and Captopril® (40 mg/kg) (Positive control) had free access 

(ad libitum) during the first two weeks run-in period before the induction of hypertension and four 

weeks after induction. Captopril® was dissolved in purified water before administration. The 

Negative and Healthy controls had free access to purified water during the experiment. 

 

Murine model of induced-hypertension  

The induction of hypertension was carried out during the third week of intervention in two single 

intravenous (i.v.) doses (fifteen and twenty-first day) as previously reported by Kamkar-Del et al. 

(2020). Ang II (Sigma Aldrich, México City, México) was dissolved in sterile saline solution 

(0.9%; Pisa Laboratories, Jalisco, México) and 50 ng/kg BW were injected i.v. in the FM-571, 

Positive and Negative control groups. Healthy control group was also injected i.v. with the same 

volume without Ang II. 

 

Systolic and diastolic blood pressure 

After randomization, systolic and diastolic blood pressure (SBP and DBP; respectively) were taken 

each week. Blood pressure was measured in triplicate using a noninvasive blood pressure system 
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CODA® High Throughput System (Torrington, Connecticut, USA). After 7 weeks of treatment, 

rats were sacrificed and blood samples were collected to immediately obtain plasma and stored at 

-80 ºC until used for further assays. 

 

ACE activity in plasma 

ACE activity in plasma was measured according to the method reported by Cushman and Cheung 

(1970) with modifications. Hippuryl-L-histidyl-L-leucine (HHL) 2 mM was dissolved in a sodium 

borate buffer 100 mM (pH 8.3) containing 300 mM NaCl. Briefly, each sample (50 μL) of plasma 

was mixed with 50 μL of HHL and incubated for 30 min at 37 ºC. The reaction was stopped by the 

addition of 125 μL of HCl 1 mol/L. The formed hippuric acid was analyzed by reverse-phase (RP-

HPLC) (Rendón-Rosales et al., 2022). Then, 10 μL was injected and analyzed on a Zorbax 

300extend-C18 (4.6 x 250 mm, 5 µm) column in an Agilent 1260 HPLC system (Agilent 

Technologies, Waldbronn, Germany) equipped with OpenLAB Chromatography Data System 

version A.02.02 (Agilent Technologies, Germany) and the detector wavelength was set at 228 nm. 

The column was eluted (Flow 0.5 mL/min) with acetonitrile with 0.05% trifluoroacetic acid (TFA) 

and water with 0.05% of TFA and the area under the curve (AUC) of hippuric acid was determined. 

A standard curve of ACE from rabbit lung was carried out to interpolate the AUC of hippuric acid. 

 

Catalase activity  

Catalase activity in plasma was carried out according to the method reported by Baer and Sizer 

(1952). Hydrogen peroxide (30 mM) in a phosphate-borate solution (pH 7) was used as substrate 

and the decrease in its concentration at 37 ºC was monitored spectrophotometrically at 240 nm 

every 30 s for 5 min. One unit catalase activity was determined as the quantity of enzyme which 

removes 1 μM H2O2/min. Results were expressed as units/mg protein. 

 

Glutathione peroxidase activity 

Glutathione peroxidase activity was evaluated according to the method reported by Flohe and 

Gunzler (1984). Samples (20 μL) were placed on a microplate and incubated at 37 ºC for 10 min 

with 140 μL of a mixture containing PBS (100 mM in EDTA 1 mM, pH 7), Glutathione (GSH; 10 

mM) and glutathione reductase (0.24 U/L in PBS 100 mM, pH 7) in a ratio 5:1:1. Afterwards, 20 

μL of NADPH (1.5 mM in sodium bicarbonate 0.1%) were added and incubated at 37ºC for 3 min. 
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Thereafter, 20 μL BHT (Butylated hydroxytoluene) (12 mM) was added and the consumption of 

NADPH was monitored at 340 nm every 30 s during 5 min at 25 ºC. The decrease in NADPH 

concentration was calculated from the linear slope of absorption using the extinction coefficient of 

6.22 mM-1cm-1. One unit glutathione peroxidase activity was determined as the quantity of enzyme 

which oxidized 1 μM NADPH/min. Results were expressed as units/mg protein. 

 

Lipid peroxidation  

Lipid peroxidation products were determined with the method of thiobarbituric acid, which 

measures malondialdehyde-reactive products (MDA) (Todorova et al., 2005). Samples (0.5 mL) 

were mixed with 0.5 mL of trichloroacetic acid (20%) and centrifuged at 2000 xg for 20 min. 

Afterwards, 750 μL of supernatant was mixed with 750 μL of thiobarbituric acid (0.67%) and 

heated at 96 ºC for 1 h. After cooling, the intensity of the pink color in the final product was 

determined at 532 nm. The MDA concentration was calculated using the Lambert-Beer equation 

and the extinction coefficient of 1.56 x 105 M-1 cm-1. 

 

Oxidative stress index 

The oxidative stress index was calculated taking into account the ratio between lipid peroxidation 

products (MDA) and the antioxidant enzymes CAT and GPx (LPO/CAT + GPx) as previously 

reported by Ruas et al. (2008). 

 

Statistical analysis 

The study was a completely randomized design and the response variables were measured in 

triplicates. Data are expressed as mean ± standard deviation. One-way ANOVA was performed to 

compare treatments and the Tukey-Kramer test was used to compare means among treatments to 

establish significant differences using a p-value of 0.05. Data without normal distribution are 

presented as medians, analyzed by Kruskal-Wallis test and were considered significant when 

p<0.05. 

 

Results and Discussion 

Twenty-eight Wistar rats were randomized into four groups and no significant differences (p>0.05) 

between groups were observed in the clinical characteristics (weight, SBP, DBP and heart rate) 
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(Table 1). Several studies have reported the induction of hypertension after the administration of 

different repeated doses of Ang II with surgical minipumps, over different time periods (Jama et 

al., 2021). Also, Zubcevic et al. (2017) administered Ang II (36 μg/kg BW) via intraperitoneal to 

Wistar-Kyoto (WKY) rats and the increase in blood pressure returned to baseline within 1 h. 

Therefore, the increase in blood pressure and the duration of the effect is dependent on the via 

administration of the inductor agent (e.g. Ang II, dexamethasone) and the damage caused at the 

systemic level (Jama et al., 2021). In the present study, hypertension was induced after the 

administration of two doses of Ang II i.v. and this effect lasted three weeks. 

Changes in SBP and DBP during seven weeks are depicted in Figure 1. Results showed that after 

two weeks of intervention, all groups showed a decrease in SBP and DBP; however, they were not 

significantly (p>0.05) different among them; thus, indicating that FM-571 did not show an effect 

in normotensive rats. In the third week, Ang II was administered to FM-571 and the control groups. 

SBP and DBP in the Negative control group significantly increased (p<0.05) and were significantly 

different from the Healthy control group. Interestingly, for FM-571 and the Positive control groups, 

SBP and DBP significantly decreased (p<0.05) and were significantly different (p<0.05) from the 

Negative control group from the fourth to the sixth-weeks of intervention. Moreover, after 7-weeks 

of intervention, the FM-571 and the Positive control groups  maintained low SBP and DBP. 

 

Table 1. Clinical characteristics of Wistar rats. 

Groups 
Healthy control 

(Purified water) 

Negative control 

(Purified water) 

Positive control 

(Captopril) 
FM-571 p-value 

Weight (kg) 278.14 ±14.47 277.7 ± 15.8 272.6 ± 10.9 266 ± 15.84 0.4 

SBP (mmHg) 126.53 ± 16.76 125.5 ± 14.7 128.2 ± 23.1 125.19 ± 21.13 0.99 

DBP (mmHg) 96.6 ± 17.78 88.8 ± 10.0 92.0 ± 16.9 94.1 ± 14.52 0.8 

Heart rate 

(beats/min) 
296 ± 60.55 365.9 ± 63.4 358.9 ± 130.4 341.6 ± 166.79 0.66 

SBP: Systolic blood pressure; DBP: Diastolic blood pressure; FM-571: Fermented milk with 

Lactococcus lactis NRRL B-50571. 



 97 

Figure 1. Changes in a) systolic and b) diastolic blood pressure (mmHg) from Wistar rats with 

induced hypertension administered with different treatments. Healthy and negative control: 

Purified water; Positive control: Captopril (40 mg/kg body weight); FM-571: Fermented milk with 

Lactococcus lactis NRRL B-50571. Data are presented as means ± SEM. Data points not sharing 

the same letter within a week were statistically different (p<0.05). 

 

The antihypertensive effect of FM-571 has been previously reported in SHR (Rodríguez-Figueroa 

et al., 2013ab; Beltrán-Barrientos et al., 2018a) and prehypertensive subjects (Beltrán-Barrientos 

et al., 2018b). However, the antihypertensive effect of this fermented milk during the development 

of hypertension has not yet been reported. In fact, only few studies have reported the protective 

effect of fermented milks in the development of hypertension in the SHR model. In this regard, 

Sipola et al. (2001) reported that fermented milk with Lactobacillus helveticus and Saccharomyces 

cerevisieae significantly attenuated the development of hypertension in SHR. Similarly, after a 

long-term administration of a milk casein hydrolysate to SHR, the development of hypertension 

was also attenuated (Sánchez et al., 2011).  

On the other hand, the antihypertensive effect of fermented milks or dairy peptides has been widely 

reported in SHR (García-Tejedor et al., 2015; Beltrán-Barrientos et al., 2016). Nevertheless, few 

studies have reported this effect in other hypertensive murine models. In this sense, El-Fattah et al. 

(2017) injected subcutaneously dexamethasone to Wistar rats to induce hypertension. Then, 

fermented milk with Lactibacillus rhamnosus B-1445, O-114, YC-X11 and Lactibacillus 

helveticus Lh-B 02 was administered and blood pressure was reduced. Similar to our findings, after 
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four weeks of treatment administration, blood pressure was reduced in all groups (El-Fattah et al., 

2017). In fact, García-Tejedor et al. (2015) administered lactoferrin-derived peptides (RPYL and 

DPYKLRP) to hypertensive induced (Ang II) Wistar rats and results showed a blood pressure 

lowering effect. 

As previously mentioned, it was reported that the antihypertensive effect of FM-571 in SHR was 

attributed to an antioxidant effect, nitric oxide production enhancement and ACE inhibition 

(Beltrán-Barrientos et al., 2018a). Therefore, the mechanistic antihypertensive effect of this 

fermented milk on this particular hypertensive induced model was investigated. Results showed no 

significant differences (p>0.05) between all groups in ACE activity in plasma. It has been reported 

that  Ang II binds into AT1 receptor which enables sodium and water retention, enhances the 

production of aldosterone and vasoconstriction. Interestingly, milk-derived lactoferrin peptides 

have previously been demonstrated to block AT1 receptors in Ang II induced vasoconstriction in 

an ex vivo model (Fernandez-Musoles et al., 2014). However, further studies are needed to 

elucidate if FM-571 derived peptides may bind to AT1 receptors. Nevertheless, these results 

suggest that for this particular model of induced hypertension, the antihypertensive effect of this 

fermented milk was not associated with ACE inhibition. Hence, other potential pathways could be 

leading to the blood pressure lowering effect. 

 

 

Figure 2. Angiotensin converting enzyme activity in plasma from Wistar rats with induced 
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hypertension administered with different treatments. Healthy and negative control: Purified water; 

Positive control: Captopril (40 mg/kg body weight); FM-571: Fermented milk with Lactococcus 

lactis NRRL B-50571. Data are presented as means ± SD. 

 

It has been widely reported  that there is a strong link between oxidative stress and hypertension in 

different hypertensive animal models (Griendling et al., 2021). In particular, endothelial 

dysfunction caused by oxidative stress contributes to an impaired nitric oxide/ROS balance, and 

thus, increasing vasoconstriction, oxidation and inflammation (Briones and Touyz, 2010). In Ang-

II induced hypertension, NOX1 (a nicotinamide adenine dinucleotide phosphate (NADPH) oxidase 

(NOX)), led to an increment of oxidative stress and blood pressure (Dikalova et al., 2005). Also, 

Ang-II induced hypertension enhances an impairment of endogenous antioxidant mechanisms 

(Lassegue et al., 2003). Therefore, neutralization of ROS may be an alternative as an adjuvant in 

the treatment of hypertension. To elucidate the effect of treatments on the antioxidant system of 

the murine model of induced hypertension in this study, the activities of the antioxidant enzymes 

catalase (CAT), glutation peroxidase (GPx) and lipid peroxidation products (malondialdehyde, 

MDA) in plasma were determined. 

In this regard, CAT activity in plasma from the FM-571 group was significantly (p<0.001) higher 

than the rest of the groups (Figure 3). In fact, CAT from the FM-571 group was 3- and 5-fold 

higher than the Negative and Positive control groups; respectively. Thus, these results showed that 

FM-571 enhanced CAT activity. Conversely, GPx was not significantly different (p>0.05) among 

groups (Figure 4). In fact, GPx from the FM-571 group was lower than Negative and Positive 

control groups. On the other hand, no significant differences (p>0.05) between groups were 

detected for MDA in plasma (Figure 5). Interestingly, after determining the oxidative stress index 

(balance between lipo peroxidation (MDA) and total antioxidant enzyme activity (CAT and GPx), 

results showed that FM-571 was significantly lower (p<0.05) than all groups (Figure 6).  
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Figure 3. Catalase activity in plasma from Wistar rats with induced hypertension administered 

with different treatments. Healthy and negative control: Purified water; Positive control: Captopril 

(40 mg/kg body weight); FM-571: Fermented milk with Lactococcus lactis NRRL B-50571. Data 

are presented as means ± SD. Data not sharing the same letter were statistically different (p<0.05). 

 

 

Figure 4. Glutation peroxidase activity in plasma from Wistar rats with induced hypertension 

administered with different treatments. Healthy and negative control: Purified water; Positive 
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control: Captopril (40 mg/kg body weight); FM-571: Fermented milk with Lactococcus lactis 

NRRL B-50571. Data are presented as means ± SD. 

 

Figure 5. Malondialdehyde levels in plasma from Wistar rats with induced hypertension 

administered with different treatments. Healthy and negative control: Purified water; Positive 

control: Captopril (40 mg/kg body weight); FM-571: Fermented milk with Lactococcus lactis 

NRRL B-50571. Data are presented as means ± SD. 
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Figure 6. Oxidative stress index in plasma from Wistar rats with induced hypertension 

administered with different treatments. Healthy and negative control: Purified water; Positive 

control: Captopril (40 mg/kg body weight); FM-571: Fermented milk with Lactococcus lactis 

NRRL B-50571. Data are presented as median, and were analyzed by non-parametric test (Kruskal-

Wallis p<0.05). Data not sharing the same letter were statistically different (p<0.05). 

 

It has been evidenced that different sources of bioactive peptides may modulate oxidative stress 

and oxidative stress biomarkers (e.g. lipid peroxidation), as well as antioxidant response (e.g. 

enhancement of antioxidant enzymes) (Qiao et al., 2021). In this regard, a peptide from buffalo 

casein reduced MDA levels and stimulated the production of CAT, superoxide dismutase (SOD) 

and Gpx (Sowmya et al., 2019). Other studies with peptides from soybean (Zhang et al., 2019a), 

beef shank (Lee and Hur, 2019), corn gluten (Wang et al., 2016) were able to enhance CAT activity 

in specific cell lines exposed to different oxidative stress stimulations. Additionally, in vivo studies 

with different animal models have reported the enhancement of different antioxidant enzymes. In 

particular, Fang et al. (2018) administered Manchurian walnuts (Juglans mandshurica Maxim.) 

hydrolysate to healthy mice under exercise conditions. Results showed that this hydrolysate 

increased CAT, GPx and SOD activities; and lowered lipid peroxidation. Also, Awad et al. (2016) 

reported that when a milk protein concentrate was administered to healthy and diabetic rats, CAT, 

SOD and GPx were increased. Furthermore, alcalase hydrolyzed oyster (Crassostrea rivularis) 

increased activities of SOD, CAT and reduced MDA levels in normal mice (Zhang et al., 2019b). 

Additionally, El-Fattah et al. (2017) reported that when fermented milk was administered to rats 

with induced hypertension, SOD, CAT and total antioxidant activities were higher than in the 

control groups. 

Moreover, derived or synthethized peptides from milk (Tonolo et al., 2020), soybean (Zhang et al., 

2019a), microalgae (Je et al., 2015) and perrilla (Perilla frutescens L. Britton) seed protein 

hydrolysates (Yang et al., 2018) have also reported to decrease lipid peroxidation levels in different 

cell lines exposed to oxidative stress. Also, in vivo studies have shown a decrease of lipid 

peroxidation after the administration of peptides or hydrolysates from potato (Solanum tuberosum) 

to SHR (Tsai et al., 2020). In fact, a previous study showed that after the administration of FM-571 

to SHR, CAT and GPx were higher than the negative control group. Furthermore, MDA and 

oxidative stress index were significantly lower than the negative control (Beltrán-Barrientos et al., 
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2018a).  

Although the mechanisms underlying the enhancement of enzymatic antioxidant activities have 

not yet been fully elucidated, several approaches have been described. In this sense, different 

studies have shown that the modulation of the antioxidant response may be through the activation 

of Nrf2 transcription factor with specific peptides from milk (Tonolo et al., 2020), potato (Tsai et 

al., 2020) or watermelon seed protein hydrolysates (Wen et al., 2019). In fact, molecular modeling 

studies have shown that the activation of Nrf2 signaling pathway may be due to the disruption of 

Keap1-Nrf2 interaction from peptides and thereafter, the binding to the Nrf2 binding site (Wen et 

al., 2019; Fernando et al., 2020; Tonolo et al., 2020; Tsai et al., 2020; Wang et al., 2020). 

Furthermore, peptides may also help to decrease oxidative stress and maintain a balance in redox 

homeostasis through antioxidant activity by scavenging free radicals and chelating transition 

metals (Qiao et al., 2021). However, further studies are needed to elucidate if FM-571 may be 

involved in this reported mechanism.  

On the other hand, it is noteworthy to mention that gut microbiota also plays an important role in 

the regulation of several body systems, and may contribute to the development of several diseases 

(Guo et al., 2021). Also, gut microbiota may be modulated through lifestyle changes. In this regard, 

dairy fermented products may provide beneficial effects on gut microbiota and health-related 

metabolites (Bellikci-Koyu et al., 2019). Although changes in gut microbiota were not determined 

in this study, it has been proposed that high abundances of Verrucomicrobiota and 

Akkermansiaceae may be related to greater antioxidant profile and antihypertensive effects 

(Everard et al., 2013; Gómez-Contreras et al., 2023). Thus, results in the present study may suggest 

that changes in gut microbiota may have also participated in the antioxidant and antihypertensive 

effects; nevertheless, further studies are necessary to determine these associations. 

 

Conclusion 

In the present study, the effect of FM-571 as a preventive treatment in an induced hypertension 

murine model with angiotensin II was shown. The results suggest that the antihypertensive effect 

may be due to the enhancement of the primary antioxidant defense system and the decrease in the 

oxidative stress index during the administration of FM-571. Also, contrary to previous studies 

where FM-571 was administered to SHR, the antihypertensive effect of this fermented milk in the 

model of induced hypertension of this study, was not associated with ACE inhibition. Hence, FM-
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571 may be administered as an adjuvant in the prevention of hypertension.  
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Dikalova, A., Clempus, R., Lassègue, B., Cheng, G., McCoy, J., Dikalov, S., San Martin, A., Lyle, 

A., Weber, D.S., Weiss, D., Taylor, W.R., Schmidt, H.H.W., Owens, G.K., Lambeth, J.D., 

Griendling, K.K. (2005). Nox1 Overexpression Potentiates Angiotensin II-Induced Hypertension 

and Vascular Smooth Muscle Hypertrophy in Transgenic Mice. Circ., 112, 2668–2676.   

El-Fattah, A.M.A., Sakr, S.S., El-Dieb, S.M., Elkashef, H.A. (2017). Antihypertensive Effect of 

Novel Functional Fermented Milk in Induced High Blood Pressure Rats. J. Food Dairy Sci. 8 (7), 

279- 286. 

Everard, A., Belzer, C., Geurts, L., Ouwerkerk, J. P., Druart, C., Bindels, L. B., Guiot, Y., Derrien, 

M., Muccioli, G. G., Delzene, N. M., de Vos, W. M., Cani, P.D. (2013). Cross-talk between 

Akkermansia muciniphila and intestinal epithelium controls diet-induced obesity. P.N.A.S., 

110(22), 9066–9071. 

Fang, L., Ren, D., Cui, L., Liu, C., Wang, J., Liu, W., Min, W., Liu, J. (2018). Antifatigue, 

antioxidant and immunoregulatory effects of peptides hydrolyzed from manchurian walnut 

(Juglans mandshurica Maxim.) on mice. G.O.S.T., 1, 44–52. 

Fernández-Musoles, R., Castelló-Ruiz, M., Arce, C., Manzanares, P., Ivorra, M. D., & Salom, J.B. 

(2014). Antihypertensive mechanism of lactoferrin-derived peptides: Angiotensin receptor 

blocking effect. J. Agr. Food Chem., 62, 173–181. 

Fernando, I. P. S., Park, S. Y., Han, E. J., Kim, H.-S., Kang, D.-S., Je, J.-Y., Ahn, C.-B., Ahn, G. 

(2020). Isolation of an antioxidant peptide from krill protein hydrolysates as a novel agent with 

potential hepatoprotective effects. J. Funct. Foods, 67, 103889. 

Flohe, L., Gunzler, W.A. (1984). Assays of glutathione peroxidase. Meth. Enzymol., 105, 114-120.  

García-Tejedor, A., Castelló-Ruiz, M., Gimeno-Alcañiz, J.V., Manzanares, P., Salom, J.B. (2015). 

In vivo antihypertensive mechanism of lactoferrin-derived peptides: Reversion of angiotensin I- 

and angiotensin II-induced hypertension in Wistar rats. J. Funct. Foods, 15, 294-300. 

Gómez-Contreras, A., Franco-Ávila, T., Miró, L., Juan, M. E., Moretó, M., Planas, J. M. (2023). 

Dietary intake of table olives exerts antihypertensive effects in association with changes in gut 



 106 

microbiota in spontaneously hypertensive rats. Food Funct., 14, 2793-2806.  

Gomolak, J.R., Didion, S.P. (2014). Angiotensin II-induced endothelial dysfunction is temporally 

linked with increases in interleukin-6 and vascular macrophage accumulation. Front. Physiol., 5, 

396, 1-10. 

Griendling, K.K., Camargo, L.L., Rios, F.J., Alves-Lopes, R., Montesano, A.C., Touyz, R.M. 

(2021). Oxidative stress and hypertension. Circ. Res., 28, 993-1020. 

Guo, Y., Li, X., Wang, Z., Yu, B. (2021). Gut Microbiota Dysbiosis in Human Hypertension: A 

Systematic Review of Observational Studies. Front. Cardiovasc. Med., 8, 650227. 

Harrison-Bernard, L.M. (2009). The renal renin-angiotensin system. Adv. Fisiol. Educ., 33, 270-

274. 

Jama, H.A., Muralitharan, R.R., Xu, C., O’Donnell, J.A., Bertagnolli, M., Broughton, B.R.S., 

Head, G.A., Marques, F.Z. (2020). Rodent models of hypertension. Br. J. Pharmacol., 179, 918-

937. 

Je, J.-Y., Cho, Y.-S., Gong, M., Udenigwe, C.C. (2015). Dipeptide Phe-Cys derived from in silico 

thermolysin-hydrolysed RuBisCO large subunit suppresses oxidative stress in cultured human 

hepatocytes. Food Chem., 171, 287–291. 

Kamkar-Del, Y., Mohebbati, R., Hosseini, M., Khajavirad, A., Shafei, M. N., Rakhshandeh, H. 

(2020). Ethyl acetate and aqueous fraction of Ziziphus jujuba prevent acute hypertension induced 

by Angiotensin II in rats. Cardiovasc. Hematol. Disord.-Drugs Targets, 20, 108-115. 

Kawada, N., Imaí, E., Karber, A., Welch, W.J. Wilcox, C.S. (2002). A mouse model of angiotensin 

II slow pressor response: Role of oxidative stress. J. Am. Soc. Nephrol., 13(12), 2860-2868. 

Lassegue, B., Clempus, R.E. (2003). Vascular NAD(P)H oxidases: specific features, expression 

and regulation. Am. J. Physiol. Reg. Integr. Comp. Physiol., 285, R277-R297. 

Lee, S.Y., Hur, S.J. (2019). Neuroprotective effects of different molecular weight peptide fractions 

obtained from beef by hydrolysis with commercial enzymes in SH-SY5Y cells. Food Res. Int., 



 107 

121, 176–184. 

López, B., Salom, M.G., Arregui, B., Valero, F., Fenoy, F.J. (2003). Role of superoxide in 

modulating the renal effects of angiotensin II. Hypertens., 42, 1150-1156. 

Masi, S., Uliana, M., Virdis, A. (2019). Angiotensin II and vascular damage in hypertension: Role 

of oxidative stress and sympathetic activation. Vasc. Pharmacol., 115, 13-17. 

Qiao, Q., Chen, L., Li, X., Li, X., Xu, Q. (2021). Roles of Dietary Bioactive Peptides in Redox 

Balance and Metabolic Disorders. Oxid. Med. Cell. Longev., 5582245, 1-27. 

Rajagopalan, S., Kurz, S., Munzel, T., Tarpey, M., Freeman, B. A.,  Griendling, K.K., Harrison, 

D. G. (1996). Angiotensin II-mediated hypertension in the rat increases vascular superoxide 

production via membrane NADH/NADPH oxidase activation. Contribution to alterations of 

vasomotor tone. J. Clin. Invest., 97(8), 1916-1923.  

Rendón-Rosales, M. A., Torres-Llanez, M. J., Mazorra-Manzano, M. A., González-Córdova, A. 

F., Hernández-Mendoza, A., Vallejo-Córdoba, B. (2022). In vitro and in silico evaluation of 

multifunctional properties of bioactive synthetic peptides identified in milk fermented with 

Lactococcus lactis NRRL B-50571 and NRRL B-50572. LWT-Food Sci. Technol., 154, 112581. 

Rodríguez-Figueroa, J.C., González-Córdova, A.F., Astiazarán-Gacía, H., Vallejo-Cordoba, B. 

(2013a). Antihypertensive and hypolipidemic effect of milk fermented by specific Lactococcus 

lactis strains. J. Dairy Sci., 96, 4094–4099. 

Rodríguez-Figueroa, J.C., González-Córdova, A.F., Astiazarán-Gacía, H., Vallejo-Córdoba, B. 

(2013b). Hypotensive and heart rate lowering effects in rats receiving milk fermented by specific 

Lactococcus lactis strains. Brit. J. Nutr., 109, 827-833. 

Ruas, C.B.F., Carvalho, C. dos S., Araujo, H.S.S., Espíndola, E.L.G., Fernandes, M.N. (2008). 

Oxidative stress biomarkers of exposure in the blood of cichlid species from a metal-contaminated 

river. Ecotoxicol. Environ. Saf., 71, 86-93. 

Sánchez, D., Kassan, M., Contreras, M.M., Carrón, R., Recio, I., Montero, M.-J., Sevilla, M.-A. 

(2011). Long-term intake of a milk casein hydrolysate attenuates the development of hypertension 



 108 

and involves cardiovascular benefits. Pharmacol. Res., 63, 398-404. 

Sipola, M., Finckenberg, P., Korpela, R., Vapaatalo, H., Nurminen, M.-L. (2002). Effect of long-

term intake of milk products on blood pressure in hypertensive rats. J. Dairy Res., 69, 103-111. 

Sowmya, K., Bhat, M. I., Bajaj, R., Kapila, S., Kapila, R. (2019). Antioxidative and anti-

inflammatory potential with transepithelial transport of a buffalo casein-derived hexapeptide 

(YFYPQL). Food Biosci., 28, 151–163. 

Todorova, I., Simeonova, G., Kyuchukova, D., Dinev, D., Gadjeva, V. (2005). Reference values 

of oxidative stress and parameters (MDA, SOD, CAT) in dogs and cats. Comp. Clin. Path., 13, 

190-194 

Tonolo, F., Folda, A., Cesaro, L., Scalcon, V., Marin, O., Ferro, S., Bindoli, A., Rigobello, M.P. 

(2020). Milk-derived bioactive peptides exhibit antioxidant activity through the Keap1-Nrf2 

signaling pathway. J. Funct. Foods, 64, 103696. 

Tsai, B.C.-K., Hsieh, D.J.-Y., Lin, W.-T., Tamilselvi, S., Day, C.H., Ho, T.-J., Chang, R.-L., 

Viswanadha, V.P., Juo, C.-H., Huang, C.-Y. (2020). Functional potato bioactive peptide intensifies 

Nrf2-dependent antioxidant defense against renal damage in hypertensive rats. Food Res. Int., 129, 

108862. 

Wang, L., Ding, L., Yu, Z., Zhang, T., Ma, S., Liu, J. (2016). Intracellular ROS scavenging and 

antioxidant enzyme regulating capacities of corn gluten meal-derived antioxidant peptides in 

HepG2 cells. Food Res. Int., 90, 33–41. 

Wang, N., Wang, W., Sadiq, F. A., Wang, S., Caiqin, L., Jianchang, J. (2020). Involvement of Nrf2 

and Keap1 in the activation of antioxidant responsive element (ARE) by chemopreventive agent 

peptides from soft-shelled turtle. Process Biochem., 92, 174–181. 

Wen, C., Zhang, J., Zhang, H., Duan, Y., Ma, H. (2019). Effects of divergent ultrasound 

pretreatment on the structure of water- melon seed protein and the antioxidant activity of its 

hydrolysates. Food Chem., 299, 125165. 

Yang, J., Hu, L., Cai, T., Chen, Q., Ma, Q., Yang, J., Meng, C., Hong,  J. (2018). Purification and 



 109 

identification of two novel antioxidant peptides from perilla (Perilla frutescens L. Britton) seed 

protein hydrolysates. PLoS One, 13, e0200021. 

Yuan, W., Wang, J.; Zhou, F. (2012). In vivo hypotensive and physiological effects of a silk fibroin 

hydrolysate on spontaneously hypertensive rats. Biosci. Biotechnol. Biochem., 76, 1987–1989. 

Zhang, Q., Tong, X., Li, Y., Wang, Z., Qi, B., Sui, X., Jiang, L. (2019a). Purification and 

characterization of antioxidant peptides from alcalase-hydrolyzed soybean (Glycine max L.) 

hydrolysate and their cytoprotective effects in human intestinal Caco-2 cells. J. Agric. Food Chem., 

67, 5772–5781. 

Zhang, Z., Su, G., Zhou, F., Lin, L., Liu, X., Zhao, M. (2019b). Alcalase-hydrolyzed oyster 

(Crassostrea rivularis) meat enhances antioxidant and aphrodisiac activities in normal male mice. 

Food Res. Int., 120, 178–187. 

Zhang, R.M., McNerney. K.P., Riek, A.E., Bernal-Mizrachi, C. (2021). Immunity and 

hypertension. Acta Physiol., 231, e13487.  

Zubcevic, J., Santisteban, M., M., Perez, P. D., Arocha, R., Hiller, H., Malphurs, W. L., Colon-

Perez, L. M., Sharma, R. K., Kloet, A., Krause, E. G., Febo, M., Raizada, M. K. (2017). A single 

angiotensin II hypertensive stimulus is associated with prolonged neuronal and immune system 

activation in Wistar-Kyoto rats. Front. Physiol., 8, 592.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 110 

5. CONCLUSIONES GENERALES 

 

 

El efecto antihipertensivo de FM-571 en ratas SHR fue evidenciado a través de diferentes 

mecanismos, inhibición de ECA, efecto antioxidante y producción de óxido nítrico (Beltrán-

Barrientos et al., 2018a); éste fue atribuido a péptidos bioactivos derivados de la fermentación y 

digestión de la leche. Los hallazgos del presente estudio evidenciaron la bioaccesibilidad y 

biodisponibilidad de péptidos inhibidores de ECA de FM-571. En este sentido, se identificaron cien 

nuevos péptidos potencialmente inhibidores de ECA en el compartimento serosal después de 

digestión gastrointestinal simulada y absorción ex vivo. En particular, 14 péptidos presentaron la 

más alta afinidad de unión al sitio activo de ECA mediante análisis in silico. Por lo tanto, estos 

péptidos podrían estar asociados con el efecto antihipertensivo in vivo. 

Por otro lado, los resultados del presente estudio evidenciaron que FM-571 ejerce efecto protector 

como tratamiento preventivo al desarrollo de hipertensión en un modelo murino de hipertensión 

inducida. Adicionalmente, se observó efecto antihipertensivo prolongado durante 7 semanas. Los 

resultados sugieren que el efecto antihipertensivo fue a través del mejoramiento del sistema de 

defensa antioxidante primario evidenciado con una alta actividad de catalasa y disminución del 

índice de estrés oxidativo durante la administración de FM-571. 

Además, es importante mencionar el importante rol que la microbiota intestinal tiene en el 

funcionamiento de los diferentes sistemas del cuerpo; además, de su contribución en el desarrollo 

de diferentes enfermedades tales como la hipertensión arterial. Diversos estudios han evidenciado 

que los cambios en el estilo de vida pudieran modular la microbiota intestinal, tales como el 

consumo de alimentos lácteos fermentados. Aunque los cambios en la microbiota intestinal no 

fueron determinados en el presente proyecto, ha sido propuesto que altas abundancias en 

Verrucomicrobiota and Akkermansiaceae están relacionados con un alto perfil antioxidante y efecto 

antihipertensivo. Por lo anterior, los resultados en el estudio de prevención del desarrollo de 

hipertensión en modelo murino pudieran sugerir que se presentaron cambios en la microbiota 

intestinal, los cuales pudieran participar en los efectos antioxidante y antihipertensivo; no obstante, 

futuras investigaciones son necesarias para determinar estas asociaciones. 
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