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Digestion in vitro de proteinas de origen animal y su efecto sobre la
produccion de péptidos con actividad inhibidora de la ECA
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RESUMEN

Antecedentes: Los huevos son unos de los alimentos mas consumidos en el
mundo por su alto contenido de nutrientes. Sin embargo, los péptidos producto de
su digestion inhiben a la Enzima Convertidora de la Angiotensina (ECA) que es la
responsable de regular la presién sanguinea. Objetivo: en funcion de la relacién
gue existe entre los huevos y la salud, se propuso en este estudio evaluar como
afecta el proceso gastrointestinal in vitro, la produccion de péptidos bioactivos de
diferentes albuminas la actividad de la ECA. Materiales y Métodos: se evaluaron,
huevo de gallina de granja industrializada, huevo de avestruz, huevo de codorniz,
huevo de gallina criolla y como control se usé lactosuero. Se usé el Hipuril-L-histidil-
L-leucina (HHL) como sustrato de ECA y se determind la inhibicion en funcion de la
produccion de &cido hipurico Resultados: Los péptidos de los huevos gallina de
granja y el lactosuero mostraron los valores mas altos de actividad inhibitoria
94,01% y 91,02% respectivamente, mientras que las de gallinas criollas reportaron
82,63%. Sin embargo, no hubo diferencias significativas entre ellos. La fraccion de
péptidos de los huevos de avestruz presentd un 65,86% y codorniz 3,19%.
Conclusiones: con excepcion de los huevos de codorniz, todas las fracciones
proteicas mostraron ser buenas productoras de péptidos bioactivos.
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Animal origin protein in vitro digestion and its effect on the production of
peptides with ACE inhibitory activity

ABSTRAC

Background: Eggs are one of the most consumed foods in the world because of
their high nutrient content. However, the peptides produced by their digestion inhibit
ACE, which is responsible for regulating blood pressure. Objective: in view of the
relationship between eggs and health, we proposed in this study to evaluate how the
in vitro gastrointestinal process and the production of bioactive peptides from
different ovalbumins affect ACE activity. Materials and Methods: industrialized farm
chicken egg, ostrich egg, quail egg, creole chicken egg and whey was used as
control. The Hipuril-L-histidil-L-leucina (HHL) was used as an ECA substrate and
inhibition was determined as a function of hippuric acid production Results: Peptides
from free-range chicken eggs and whey showed the highest values of inhibitory
activity. 94.01% and 91.02% respectively, while eggs from Creole hens reported
82.63%. However, there were no significant differences between them. The peptide
fraction of ostrich eggs 65.86% and quail 3.19%. Conclusions: With the exception
of quail eggs, all protein fractions were shown to be good producers of bioactive
peptides.

Keywords: ACE inhibition, Struthio camelus, Coturnix coturnix, Gallus gallus
domesticus, whey, bioactive peptides.
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INTRODUCCION

Los huevos de gallina (Gallus gallus domesticus) son unos de los alimentos mas
consumidos en el mundo por su alto contenido de nutrientes. Numerosos estudios
han demostrado que la proteina del huevo es altamente digerible, una excelente
fuente de aminoacidos esenciales y combustible indiscutible del musculo
esquelético (1). Adicional a las proteinas de alta digestibilidad y calidad, también
aportan colina, folato, vitamina D, yodo y vitaminas del grupo B (2).

Adicional al aporte nutricional de los huevos, muchos reportes presentes en la
literatura cientifica afirman que la albumina del huevo de gallina es la fuente mas
rica en péptidos bioactivos entre todos los alimentos (3). Uno de los primeros en
observar ese efecto fue Aleixandre et al. (2008), quienes encontraron que algunos
fragmentos de proteinas alimentarias, una vez liberados mediante hidrélisis, podian
producir un descenso del tono arterial (4). La enzima que se ve afectada en este
proceso es la enzima convertidora de angiotensina (ECA).

A nivel fisioldgico, el sistema renina angiotensina aldosterona (SRAA) es el
encargado del mantenimiento de la homeostasis del medio interno y de la presion
arterial (5). El incremento de la presion arterial ocurre en forma de cascada
proteolitica conectada a un sistema de transduccion de sefales, en el cual la renina
es secretada y almacenada en el aparato yuxtaglomerular, situado en la arteriola
aferente del glomérulo renal (5); posteriormente cataliza el angiotensindégeno,
sintetizado a nivel del higado, en angiotensina | (decapéptido inactivo), para luego
ser catalizado por la ECA, a angiotensina Il (octapéptido biolégicamente activo) que
actlia como un potente vasoconstrictor (6,7).

En vista de que en la gastronomia global se consumen huevos de diferentes aves
los péptidos con capacidad inhibitoria de la ECA (producto de la hidrolisis de la
albumina) son de gran interés en el area de nutricion, por su posible uso como
alternativa para regular la presion sanguinea, se propuso en este estudio evaluar
coémo afecta el proceso gastrointestinal (mediante un ensayo in vitro) la produccién
de péptidos bioactivos con actividad inhibidora de la enzima de diferentes
albuminas.

MATERIALES Y METODOS
Materiales biolégicos
Proteinas de origen animal

Huevo de gallina de granja industrializada (Gallus gallus domesticus, raza Leghorn
var blanca), huevo de avestruz (Struthio camelus), huevo de codorniz comun
(Coturnix coturnix), huevo de gallina criolla (Gallus gallus domesticus, raza New
Hampshire) y lactosuero (subproducto de la industria lactea). Todos fueron
adquiridos en la ciudad de Maracay (Venezuela). La enzima (ECA) se extrajo a
partir de pulmén de Oryctolagus cuniculus, el cual fue obtenido en un supermercado
de la ciudad de Maracay (Venezuela).
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Materiales quimicos grado analitico

Para las pruebas de actividad bioldgica se trabajé con compuestos quimicos de
grado analitico, producido por casas comerciales. Como sustrato de la ECA, se
empleo el Hipuril-L-histidil-L-leucina (HHL) Sigma-Aldrich (207386-83-2). Se trabajo
para la digestion enzimatica de las proteinas con la pepsina Sigma-Aldrich de origen
porcino (9001-75-6) y la pancreatina Sigma-Aldrich de origen porcino (8049-47-6).

Obtencion del extracto de ECA

Para la obtencién del extracto enzimético de ECA se us6 el método descrito por
Makoto et al. (8) con las modificaciones propuestas por Ojeda et al. (9). El tejido de
pulmon de conejo fue lavado con buffer fosfato de potasio de 10 mM a pH 8,3 (frio),
fue cortado en trozos y sometido a homogenizacion usando un disruptor de cuchilla
(licuadora). La mezcla homogeneizada se centrifugé a 5000 g x 10 min en una
centrifuga (Becton Dickinson, MD 21152) y el sobrenadante fue sometido a didlisis
(membrana de corte 3000 kDa) por 24 horas usando el mismo tampén a 4°C. El
dializado obtenido se us6 como fuente de la ECA para los ensayos.

Aislamiento de las albuminas

Los huevos fueron cuidadosamente lavados con agua y jabdén para eliminar
cualquier resto de contaminante que estuviera presente en la cascara.
Posteriormente se procedié hacer un pequefio corte en la cascara en ambiente de
campana usando un bisturi estéril, seguido le fueron sustraidos 1mL de albumina 'y
colocado en un envase de crioconservacion de 2 mL a -4°C hasta su posterior uso.
Este procedimiento se uso para cada especie.

Digestion gastrointestinal in vitro

Las muestras fueron sometidas al método de hidrolizado secuencial pepsina-
pancreatina descrito por Li et al. (10) con modificaciones. Se tom6 un volumen de
albumina y se sometié a una hidrélisis enzimatica a pH acido, con una solucion de
pepsina (0,5 mg/mL) y HCI 0,1 N hasta alcanzar un pH de 2, la mezcla ([E/S] :1/50)
fue incubada a 37°C por 2 h en una incubadora de agitacion orbital (Jisico, J-NS10).
Cumplido el tiempo la mezcla fue neutralizada con una solucién de NaOH 1M hasta
alcanzar un pH de 8. Seguido se le agregd un volumen de pancreatina de 0,5 mg/mL
hasta alcanzar una proporcién de [E/S] :1/50, para luego ser incubado a 37°C por
2h en una incubadora con agitacién orbital. La hidrélisis fue detenida inactivando la
proteasa por calentamiento a 85°C por 20 min. Los hidrolizados se centrifugaron a
12000 x g durante 45 min a 4°C y los sobrenadantes se congelaron a -4°C hasta su
analisis.

Determinacion de la concentraciéon de proteinas

La concentracion de proteinas de los hidrolizados proteicos obtenido de la digestion
pepsina-pancreatina, fueron cuantificadas por el método de Hartree-Lowry. Un

volumen del sobrenadante se combiné con un volumen del reactivo A (hidroxido de
sodio 0,5 N, carbonato de sodio anhidro 10%, tartrato de sodio y potasio
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tetrahidratado 0,2%), seguido fue incubado 50°C/10 min, luego se le adiciono el
reactivo B (hidréxido de sodio 0,1 N, sulfato de cobre pentahidratado 1% y tartrato
de sodio y potasio tetrahidratado 2%). La reaccion se detuvo con la adicion del
reactivo C (reactivo del fenol segun Folin-Ciocalteau: Agua 2:15 v/v). Las
absorbancias fueron determinadas en un espectrofotometro (Beckman DU) a 650
nm (11) La curva de calibracibn se obtuvo mediante la determinacién de la
absorbancia de diferentes concentraciones de BSA (entre 1y 50 mg/mL), los valores
obtenidos fueron sometidos a un proceso de regresion lineal, para obtener la
ecuacion de la recta (R?=0,998) y a partir de esta se transformaron las absorbancias
en concentracion.

Determinacién de la actividad inhibitoria sobre ECA

Se empled la metodologia propuesta por Cu-Cafietas et al. (12), con modificaciones.
Se mezclé 10 pL del extracto de la ECA, 40 yL de HHL (Img/mL) y 10 pL del
sobrenadante de la digestibn a una concentracion de 1mg/mL, para luego ser
incubados a 37°C/30 min. La reaccion se detuvo adicionando 50 pyL HCI 2N,
obteniendo como productos L-leucina-L-histidina y acido hipurico. La concentraciéon
de acido hipurico se determiné usando la metodologia de Brizuela y Jiménez (13),
mediante espectrofotometria de absorcion visible, Método 8300 (NIOSH, 1994).

Para obtener el porcentaje de inhibicion de cada una de las muestras se utilizé lo
establecido por Asoodeh et al. (14).

% Inhibicion de ECA=[(CAH Control -CAH inhibidor) /CAH Control)] x
100

Donde:
CAH: es la concentracién de acido hipurico cuantificada en cada ensayo.

Anélisis Estadistico

Los valores de concentracion de &cido hipuarico fueron agrupados y sometidos a
pruebas de media y desviacion estandar. Se condujo un ensayo con 5 tratamientos
y tres repeticiones bajo un disefio completamente aleatorizado, los tratamientos
consistieron en la albumina de las diferentes aves y el lactosuero como control
positivo, para medir porcentaje de inhibicion de ECA. Se verificd el cumplimiento de
los supuestos homogeneidad de varianzas con la prueba de Bartlett y normalidad
de los residuales con la prueba de Ryan-Joyner, y se aplicé el andlisis de varianza
(ANOVA) de una via para verificar si hay diferencias entre los tratamientos, ademas,
las comparaciones de medias se realizaron con la prueba de comparaciones
multiples de la diferencia honestamente significativa de Tukey. El nivel de
significacion se fij6 en 5%, por lo cual un resultado se considero estadisticamente
significativo si p<0,05. Los datos se procesaron con el programa estadistico Minitab
18.0 para Windows.

RESULTADOS
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Inicialmente los resultados fueron agrupados para un breve analisis descriptivo
donde se determiné la media y la desviacién estandar de cada tratamiento. Los
resultados del efecto inhibitorio de péptidos bioactivos encontrados en el ensayo se
presentan a continuacién en la siguiente figura.
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Figura 1. Efecto inhibitorio de los diferentes tratamientos evaluados sobre la actividad de la ECA.
Las letras representan los grupos categorizados segun la prueba de medias. Letras distintas
representan diferencias estadisticamente significativas al 5% entre los grupos.

Como se puede observar en la figura 1, el mayor porcentaje de inhibicion lo
obtuvieron los péptidos solubles derivados de la albimina de huevos de gallina de
granja (94,01+6,78%), seguido por el lactosuero (91,02+12,70%), en orden
decreciente se observa la albumina de huevos de gallina criolla (82,63+12,70%).
Estos dos ultimos mostraron valores altos de desviacion. Entre los resultados
interesantes destacan el del huevo de avestruz (65,87+7,62%), mientras que la
albumina del huevo de codorniz presentd un bajo efecto inhibitorio en el presente
ensayo (3,19+1,10%).

Los datos obtenidos fueron sometidos a un analisis de varianza (ANOVA), para
conocer si habia diferencias significativas entre el efecto inhibitorio de los diferentes
sustratos estudiados. La prueba de Bartlett para homogeneidad de las varianzas
indic6 que las varianzas de los tratamientos son estadisticamente iguales (B=4,77,
p=0,989), y la prueba de normalidad de Ryan-Joyner indico que los residuales se
distribuyen normalmente (RJ=0,981; p>0,100), por lo cual puede aplicarse el
ANOVA de una via. El analisis mostr6 que hay diferencias estadisticamente
significativas para el porcentaje de inhibicibn de ECA entre los tratamientos
considerados (p<0,001), por lo cual el porcentaje de inhibicion es dependiente de
éstos, en ese sentido, la prueba de comparaciones multiples de Tukey formé 5
grupos de medias homogéneas, el grupo A, formado por los tratamientos gallina
criolla, gallina de granja y lactosuero, los cuales presentaron los mayores
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porcentajes de inhibicion de ECA; seguido por el grupo de transicion AB, formado
por el tratamientos avestruz y finalmente, el grupo C que presentd los menores
porcentajes de inhibicion formado por codorniz.

DISCUSION

Uno de los aspectos de innovacion del trabajo fue el uso del lactosuero como control
positivo en lugar del Captopril, que es el mas usado para este tipo de estudio, debido
a que es un subproducto de la industria lactea, rico en péptidos bioactivos
ampliamente reportado en la literatura cientifica. Ese potencial nutracéutico como
inhibidor de la ECA ha sido reportado en numerosos estudios in vitro como in vivo
por su capacidad de disminuir las cifras tensionales de la presién arterial sistélica y
de la presion arterial diastélica en pacientes hipertensos sin medicar (15).

En lo que respecta a la diferencia inhibitoria entre las albuminas de las dos razas de
gallina (figura 1) puede estar asociado con la nutricion que recibe de cada especie,
ya que las gallinas de granja reciben alimentos balanceado con proporcion
adecuada de proteinas, carbohidratos, grasas y micronutrientes (minerales y
vitaminas), mientras que la dieta de la gallina doméstica se basa principalmente en
semillas y sobras de los alimentos. Esa potente actividad observada en este estudio
coincide con la reportada por Pokora et al. (16), quienes purificaron dos péptidos de
la ovoalbumina de huevos de gallina y obtuvieron un promedio de ICso de 50 ug y el
trabajo de Fan et al. (17), quienes evaluaron péptidos provenientes de la digestion
de la clara de huevo de estas aves y encontraron que el valor de ICso > 20 ug y que
adicionalmente eran resistentes a la digestion (hallazgo que respaldar aiin mas su
aplicacién nutracéutico). Estos autores reportaron concentraciones inhibitorias
mucho mas baja que la usada en este trabajo, pero se trata de moléculas purificadas
por HPLC, mientras que las empleadas en el trabajo no fueron purificadas.

El potencial que tienen los péptidos de la clara de huevo de gallina hay que tenerlo
en consideracion, ya que en la actualidad muchos nutricionistas recomiendan el
consumo de huevos, basandose en que reportes recientes cientificos que sugieren
gue no existen riesgo en el consumo de este alimento al no estar asociado con
dislipidemias, ni riesgos de enfermedades cardiovasculares (18,19), pero no se ha
evaluado con profundidad el efecto de un alto consumo de este alimento en
personas, como por ejemplo los culturistas cuyas dietas incluyen al menos cinco o
seis huevos por servicio o personas normo e hipertensas (medicados y no
medicados), para saber si ocurren cambios en la salud de los pacientes.

Entre las novedades de este estudio esta la evaluacion de la clara del huevo del
avestruz. Esta ave exotica oriunda de las llanuras africana se esta criando en
granjas especializadas en muchas regiones del continente americano ya que su
carne y sus huevos son cada vez mas comercializados, lo que ha aumentado su
consumo. Entre las referencias mas destacadas esta el trabajo hecho por Asoodeh
et al. (14), quienes aislaron péptidos de la albumina del huevo de avestruz (HA23)
y encontraron un porcentaje inhibitorio de mas del 90% para una concentracion de
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0,15 mg/mL, lo que equivale a 6,6 veces mas bajo al usado en el estudio.
Posteriormente en 2018 el grupo de Khueychai et al. (20), trabajaron también con
huevos de avestruz, obteniendo después de la digestion un péptido (YV). Ellos
determinaron el Clso (63,97 pg/mL) y determinaron que YV actuaba como un
inhibidor competitivo de la ECA con una constante de inhibicion (Ki) de 55,20 ug/mL.
Nuestro resultado es muy prometedor si tomamos en consideracion que las
muestras de péptidos provenientes de la clara de huevo del avestruz evaluadas en
este estudio no fueron purificadas ni concentradas.

El efecto de los péptidos bioactivos de la albumina de los huevos de codorniz sobre
la ECA, ha sido poco estudiado por la comunidad académica y no se encontré
informacion en las principales bases de datos cientificas que permitan confirmar si
este resultado se debe a alguna propiedad fisicoquimica especifica de este tipo de
albumina. En este sentido, el estudio realizado por Kudre et al. (21) demostré que
los huevos de codorniz en polvo tienen propiedades diferentes a los de gallinas en
polvo. Por lo que es probable que los péptidos también tengan diferentes
propiedades y por ende distinto efecto sobre ECA. Al existir pocos reportes este
hallazgo pasa a ser relevante y servira de precedente a futuros estudios sobre el
potencial bioactivo de este tipo de huevos.

Como conclusiébn se podria mencionar que las albuminas aportan péptidos
bioactivos después del proceso digestivo y que estos tienen numerosas funciones
metabdlicas (algunas reconocidas y otras no). Esta informacién hay que tener en
consideracion cuando se recomiendan dietas en las que el consumidor consuma
varios huevos a la vez. Es necesario continuar haciendo estudios sobre los efectos
del consumo de huevo sobre esta poblacion que es vulnerable.
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