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1. Introduccion

La leche es una excelente fuente de nutrientes. Mas alld de su bien
documentada funcién nutricional, la leche ejerce un amplio rango de actividades
biolégicas que influyen sobre el sistema digestivo y metabolico, el crecimiento y
desarrollo de los 6rganos y la resistencia a diversos trastornos y enfermedades. Estas
actividades han sido atribuidas principalmente a las proteinas y péptidos secretados
en la leche por la glandula mamaria. Sin embargo, algunas de las actividades
biolégicas de las proteinas lacteas se encuentran en un estado latente y requieren de
procesos de proteolisis para su liberacion. Asi, los péptidos bioactivos corresponden a
fragmentos inactivos dentro de la secuencia de la proteina precursora, pero que
pueden liberarse mediante hidrdlisis in vivo (durante la digestion gastrointestinal) o in
vitro (durante el procesado de los alimentos) y en esta forma pueden ejercer distintas
funciones fisiolégicas en el organismo. Se han descrito péptidos bioactivos con
diferentes actividades biolégicas (antihipertensiva, opidcea, antitrombdtica,
inmunomodulante, hipocolesterolémica, antioxidante, antiviral, antiproliferativa, etc) y
han sido revisados en numerosos articulos (por ejemplo, Hernandez-Ledesma y col.,
2006; Korhonen y Pihlanto, 2006). Por ello, los péptidos bioactivos derivados de

proteinas lacteas juegan un papel importante en la salud y la nutricion. Generalmente
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estos péptidos contienen entre 3 y 20 aminoacidos por molécula y su secuencia
primaria define su funcion. Para que un péptido bioactivo ejerza la actividad tras su
administracion oral, es necesario que la forma activa del péptido sea resistente al
proceso de digestion gastrointestinal, se produzca la absorcién del mismo a través del
epitelio gastrointestinal y alcance los 6rganos diana intacto o en forma de metabolitos
activos. En este capitulo se revisa el estado actual de las investigaciones que se han
llevado a cabo en los ultimos afios sobre péptidos antihipertensivos derivados de

proteinas lacteas.

2. Péptidos inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina y péptidos
antihipertensivos

La hipertension arterial es uno de los principales riesgos de las enfermedades
cardiovasculares y afecta aproximadamente a una cuarta parte de la poblacion
mundial (Fitzgerald y Murray, 2006). La presion arterial esta regulada parcialmente por
el sistema renina-angiotensina. Uno de los principales componentes de este sistema
es la enzima convertidora de angiotensina (ECA) (EC 3.4.15.1.). Esta enzima
multifuncional se localiza en diversos tejidos y es conocida por su primordial y decisivo
papel en la regulacién de la presion arterial ya que cataliza la conversion de la
Angiotensina |, un decapéptido inactivo, en Angiotensina Il, un octapéptido de potente
accion vasoconstrictora. Ademas, esta enzima cataliza la inactivacion de las
bradiquininas, compuestos con una importante actividad vasodilatadora. Por tanto, la
inhibicion de esta enzima provoca principalmente un efecto hipotensor.

Tras el descubrimiento del papel de la dieta en la prevencién y tratamiento de
la hipertension, los esfuerzos de cientificos e industrias alimentarias se han enfocado
en la busqueda de alimentos con actividad antihipertensiva. Proteinas de diversos
alimentos, como los huevos, el atun, la gelatina y la soja, han sido descritas como

precursoras de péptidos con actividad inhibidora de la ECA (actividad IECA) in vitro o
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actividad antihipertensiva in vivo. Sin embargo, hasta la actualidad, las proteinas
lacteas son la principal fuente de estos péptidos bioactivos (Hartmann y Meisel, 2007).

Estos péptidos inhibidores de la ECA corresponden a diversos fragmentos de
las caseinas conocidos como casoquininas, y a fragmentos derivados de las proteinas
de suero, denominados lactoquininas. Debido a la relevancia de este grupo de
péptidos bioactivos, en los ultimos afios se ha llevado a cabo una exhaustiva
investigacion enfocada en la identificacion de nuevas secuencias peptidicas, asi como
en la elucidacion de la relacion estructura/actividad y el método de produccion de
dichas secuencias. Los resultados de esta investigacion han sido descritos en
multiples articulos de revisién (Korhonen y Pihlanto, 2003; Fitzgerald y Murray 2006;
Hernandez-Ledesma y col., 2006, 2007b). Incluso, aspectos relacionados con la
biodisponibilidad de estos péptidos y sus propiedades fisioldégicas, quimicas y
tecnolégicas han sido revisadas por otros autores (Lopez-Fandifio y col., 2006;

Vermeirssen y col., 2004).
Relacién estructura actividad

La relacion estructura/actividad de los péptidos inhibidores de la ECA no esta
totalmente definida. Sin embargo, numerosas investigaciones han demostrado la
importante influencia de los tres aminoacidos situados en el extremo carboxilo terminal
sobre la unién a la enzima. La ECA tiene afinidad por substratos o inhibidores
competitivos que contengan residuos hidrofébicos en cualquiera de las tres ultimas
posiciones del extremo carboxilo terminal. Estudios de inhibicion llevados a cabo con
di-péptidos de diversa estructura han concluido que los aminoacidos Trp, Tyr, Phe o
Pro presentes en estas posiciones del extremo C-terminal son mas efectivos para la
unién del inhibidor a la ECA. Ademas, la union se ve favorecida si el péptido contiene
el aminoacido Pro como ultimo o antepenultimo residuo, viéndose debilitada si este

aminoacido ocupa la posicion penultima en la secuencia peptidica (Cheung y col.,
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1980). La potencia inhibidora del péptido también se ve favorecida por la presencia de
la carga positiva de los aminoacidos Lys o Arg en el extremo C-terminal. En los ultimos
afios se han utilizado técnicas bioinformaticas para poder establecer los requisitos
estructurales que deben presentar los péptidos inhibidores de la ECA, son los
denominados modelos de relacion estructura-actividad cuantitativos (QSAR). Asi,
mediante un modelo QSAR para péptidos de hasta 6 aminoacidos derivados de
proteinas lacteas, Pripp y col. (2004) pudieron concluir que habia una relacion entre la
actividad IECA vy la presencia de un aminoacido hidrofébico o cargado positivamente
en la ultima posiciéon de la secuencia, sin embargo, no se encontré ninguna relacion
entre la estructura del extremo N-terminal. Por otro lado, Wu y col. (2006) a través de
un modelo QSAR para péptidos que contenian entre 4 y 10 aminoacidos observaron
que el residuo del tetrapéptido del C-terminal puede decidir la potencia IECA, siendo
preferentes los aminoacidos Tyr y Cys en primera posicion del C-terminal, en segunda
posicion His, Trp y Met, en tercera posicion lle, Leu, Val y Met y en cuarta posicién
Trp. De este modo, péptidos que presentan el tripéptido C-terminal idéntico, pueden
poseer actividades muy diferentes dependiendo de su secuencia y del aminoacido
adyacente al tripéptido C-terminal. Por ejemplo, Gobmez-Ruiz y col. (2004a) observaron
que el péptido de secuencia VRYL era mas activo que el péptido VPSERYL, ambos
identificados en un queso Manchego.

Por otro lado, la configuracion que puede adoptar el péptido dependiendo de
las condiciones ambientales y la conformacién estructural final que puede adquirir el
péptido pueden ser determinantes de la actividad IECA. De tal forma, las secuencias
que contienen frans-Pro en su extremo C-terminal son mejores sustratos de la enzima
que las que contienen cis-Pro, como ejemplo cabe citar el estudio llevado a cabo por

Goémez-Ruiz y col. (2004b). Los isébmeros L y D de los aminoacidos en algunas
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posiciones de la secuencia peptidica también influyen en la estereoespecificidad de la
ECA (Maruyama y col., 1987).
Biodisponibilidad

El potencial antihipertensivo de un péptido es dependiente de su capacidad
para alcanzar, sin ser degradados por las enzimas intestinales o sanguineas, los
organos diana, tanto en el margen luminal del tracto intestinal como en los 6rganos
periféricos. La resistencia a estas enzimas es un requisito esencial para el efecto
antihipertensivo de péptidos inhibidores de la ECA tras su ingestiéon oral o su
administracion por via intravenosa. Por lo tanto, es importante distinguir entre péptidos
cuya actividad antihipertensiva ha sido demostrada mediante estudios in vivo en
animales de experimentacion y ensayos clinicos en humanos y péptidos cuya actividad
ha sido s6lo evaluada mediante ensayos in vitro. Diversos autores han descrito un
incremento de la actividad IECA tras la accion de enzimas digestivas sobre soluciones
de caseina fermentada (Pihlanto-Leppala y col., 1998; Vermeirssen y col., 2003). Sin
embargo, en otros casos, la digestidn gastrointestinal es responsable de la hidrélisis
de potentes péptidos inhibidores de la ECA y la consecuente pérdida de su actividad
antihipertensiva in vivo. Asi, por ejemplo, el péptido correspondiente al fragmento 142-
148 de la B-lactoglobulina, conocido por su elevada actividad IECA in vitro, no es
resistente a la accion de las proteinasas y peptidasas intestinales y sanguineas (Walsh
y col.,, 2004). Igualmente, Maruyama y colaboradores (1987) demostraron que el
fragmento 23-27 de la os1-caseina presentaba una elevada capacidad inhibidora de la

ECA y un nulo efecto antihipertensivo in vivo.
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2.1. Péptidos con actividad IECA y antihipertensivos derivados de proteinas
lacteas por fermentacion microbiana
En leches fermentadas

Los procesos de fermentacién microbiana se han considerado como una de las
mejores estrategias en la obtencién de péptidos inhibidores de la ECA y/o péptidos
antihipertensivos derivados de proteinas lacteas. Durante los procesos de
fermentacion, las enzimas presentes en los microorganismos degradan las caseinas
permitiendo la liberacion de péptidos y aminoacidos esenciales para su crecimiento.
Algunos de estos péptidos han sido identificados y caracterizados como inhibidores de
la ECA y/o antihipertensivos. En la tabla 1 se muestran aquellos péptidos identificados
hasta la actualidad como responsables del efecto antihipertensivo de productos
lacteos fermentados.

Diferentes especies de bacterias lacticas han demostrado la capacidad de
fermentar la leche generando productos fermentados con elevada actividad IECA. La
combinacién de las cepas Lactobacillus helveticus y Saccharomyces cerevisiae,
empleadas durante la elaboracién de una leche fermentada comercializada en Japén
(Nakamura y col., 1995a) (Calpis, Calpis Co. Ltd., Tokyo, Japan), es esencial en la
produccién de péptidos con un demostrado efecto antihipertensivo tanto en ratas
espontaneamente hipertensas (SHR) (Nakamura y col., 1995b) como en pacientes
hipertensos (Hata y col., 1996). De una manera similar, un producto generado tras la
fermentacion de la leche con Lactobacillus helveticus LBK-16H ejercié un significativo
efecto antihipertensivo en un ensayo clinico llevado a cabo con humanos hipertensos
(Seppo y col., 2002; 2003). Este producto ha sido comercializado con el nombre de
Evolus® (Valio Ltd, Finlandia o Kaiku Vitabrand®, Espafia). En ambos productos, los
péptidos lle-Pro-Pro (IPP) y Val-Pro-Pro (VPP) fueron identificados como responsables
del efecto antihipertensivo de los mismos (Sipola y col., 2001). Ademas, la presencia

de estos tri-péptidos fue detectada tras su administracion oral en la arteria aorta de
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ratas SHR, siendo considerado como el érgano diana en el efecto antihipertensivo
(Masuda y col.,, 1996). Recientemente, la compafiia francesa Danone esta
comercializando el producto Danatén® en Espafia que también contiene estos tri-
péptidos y ha sido fabricado con una nueva cepa de Lactobacillus helveticus (Degivry,
M-C., 2007; Garault, 2007; Queguiner, 2007).

Otros péptidos con actividad IECA fueron aislados y caracterizados a partir de
una leche fermentada con Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus y Lactococcus
lactis subsp. cremoris (Gobbetti y col., 2000; Ashar y Chand, 2004). Hernandez-
Ledesma y col. (2004) estudiaron la actividad IECA de leches fermentadas
comerciales, mostrando la mayoria una moderada actividad. Esta actividad se
mantenia estable o aumentaba durante el proceso de simulacion gastrointestinal.
Asimismo, se han identificado péptidos cuyas caracteristicas estructurales son
similares a péptidos con actividad IECA previamente descritos. Ademas de productos
lacteos de origen bovino, la actividad IECA de yogures fabricados con leche ovina
(Chobert y col.,, 2005) y kéfir de leche de cabra (Quirés y col., 2005) ha sido
investigada. En este ultimo producto se ha identificado el péptido de secuencia
PYVRYL (fragmento 203-208 de la as,; caseina) que exhibe una potente actividad IECA
(ICso de 2,4 uM) y antihipertensiva en ratas SHR (Recio y col., 2006).

Recientemente, Nielsen y col. (2009) han estudiado el efecto de la cepa, pH de
la fermentacién (4.6, 4.3 y 3.5) y tiempo de almacenamiento (de 1 a 7 dias a 5 °C)
sobre el perfil peptidico y actividad IECA en 13 cepas de la coleccién de Hansen. Las
cepas que mostraron mayor actividad IECA correspondieron a dos de las cepas de
Lactobacillus helveticus empleadas y a las cepas de Lactococcus lactis.

Nuestro grupo de investigaciéon en colaboracién con la empresa Leche Pascual,
evaluaron la actividad IECA de diferentes leches fermentadas producidas con 231

cepas de microorganismos aisladas de muestras de leche de vaca cruda. Entre ellas,
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cuatro cepas de Enterococcus faecalis producian leches fermentadas con potente
actividad IECA y efecto antihipertensivo en ratas SHR (Muguerza y col., 2006). Se
identificaron ocho péptidos en estas leches fermentadas, y se determiné la actividad
antihipertensiva tras su administracion por via oral. Dos de estos péptidos, que
correspondieron a los fragmentos 133-138 y 58-76 de la B-caseina (LHLPLP vy
LVYPFPGPIPNSLPQNIPP, respectivamente) mostraron valores de ICs inferiores de 5
uM y un potente efecto antihipertensivo en ratas SHR (Miguel y col., 2006; Quirés y
col., 2007) (Tabla 1). Se comprob6 también que el producto obtenido por fermentacion
con estas cepas diminuia el desarrollo de la hipertension durante un estudio cronico en
ratas hipertensas (Miguel y col., 2005). Para profundizar en el estudio de los péptidos
mas activos, se ha estudiado la biodisponibilidad de los mismos mediante procesos de
simulaciéon gastrointestinal y estudios de transporte a través de células Caco-2. Se
pudo comprobar que el LHLPLP fue el Unico péptido que resistio la hidrolisis con
enzimas digestivas. Sin embargo, este péptido fue hidrolizado por las peptidasas de
las células del epitelio intestinal dando lugar al péptido HLPLP. Este penta-péptido es
transportado a través de la monocapa de células Caco-2, siendo la difusion pasiva el
principal mecanismo de transporte de este péptido. Ademas, el péptido HLPLP es
resistente a las peptidasas plasmaticas humanas, por lo que podria ser la forma activa
del péptido LHLPLP (Quirés y col, 2008).
En quesos

Durante la maduracion del queso, pueden formarse péptidos con actividad
IECA por accién de las proteinasas asociadas a la pared celular de las bacterias
lacticas y de las peptidasas intracelulares. Saito y col. (2000) determinaron la actividad
IECA y antihipertensiva de la fracciébn peptidica de quesos comerciales, como el
Gouda, Edam, Emmental, Camembert, Havarti y queso Azul. De las 6 tipos de queso

examinados, 4 de ellos mostraron efecto antihipertensivo siendo el queso Gouda de 8
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meses de maduracion el que presentaba mayor actividad antihipertensiva cuando se
administraba a ratas SHR. Se han identificado en dicho queso los fragmentos 60-68 de
B-caseina y 1-9 de agi-caseina, que presentaron una potente actividad IECA, con
valores de 1Csp de 14.8 y 13.4 uM, respectivamente, pero una débil actividad
antihipertensiva. Este ultimo fragmento también ha sido identificado en el queso
Festivo, un nuevo tipo de queso bajo en grasa, desarrollado en Finlandia (Ryhanen y
col., 2001). Varios péptidos inhibidores de la ECA han sido aislados de extractos
procedentes de quesos comercializados en Italia y Espafia (Gomez-Ruiz y col., 2006;
Smacchi y Gobbetti, 1998), asi como de un queso Manchego preparado tras la
inoculacion de leche con Lactococcus lactis subsp. lactis y Leuconostoc
mesenteroides (Gomez-Ruiz y col., 2002). Méas recientemente, Butikofer y col. (2007;
2008) han determinado la concentracién de los péptidos antihipertensivos VPP e IPP
en 44 muestras de quesos comerciales duros y semi-duros y en 101 muestras de 10
variedades distintas de Quesos suizos. En general, se observo que el péptido VPP
estaba en mas alta concentracion que el IPP y que existian diferencias en la
concentracion de los péptidos entre los diferentes quesos. La concentracion mas alta

de los tripéptidos se encontrd en una variedad de queso Appenzeller.

2.2. Péptidos con actividad IECA y antihipertensivos derivados de proteinas
lacteas por hidrdlisis enzimatica

Un gran numero de estudios llevados a cabo durante las ultimas dos décadas
han demostrado la formacién de péptidos inhibidores de la ECA y/o antihipertensivos a
partir de hidrolizados de proteinas lacteas. Estos péptidos se muestran en la Tabla 2.
Los péptidos inhibidores de la ECA mas potentes (IC5, < 30 puM) proceden de

hidrolizados de caseinatos y caseinas con tripsina o con la proteinasa extracelular de
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Lactobacillus helveticus (Maruyama y col., 1987; Robert y col., 2004; Tauzin y col.,
2002; Yamamoto y col., 1994).

Con el objetivo de poder obtener los péptidos VPP e IPP por hidrélisis enzimatica,
en lugar de por fermentacion, se ha producido un hidrolizado de caseinas con una
proteasa de Aspergillus oryzae. Ademas, este hidrolizado presenta una potente
actividad IECA y antihipertensiva en ratas (Mizuno y col., 2004) y en humanos (Mizuno
y col., 2005; Sano y col., 2005). A partir de este hidrolizado, Calpis ha disefiado
AmealPeptide®, también conocido como Lactotripeptide™ (LTP). En Estados Unidos
también se comercializa como el ingrediente del suplemento dietético Ameal bp™.
Recientemente, un hidrolizado que contiene el péptido IPP ha sido producido mediante
la hidrolisis del glicomacropéptido de origen bovino con una preparacion enzimatica
derivada de Aspergillus niger. Este producto se comercializa como Tensguard™ por la
compaiiia holandesa DSM Food Specialties. Ponstein-Simarro Doorten y col. (2009)
han llevado a cabo estudios toxicologicos de este producto mediante ensayos de
genotoxicidad in vitro y estudios de toxicidad in vivo en ratas.

Ademas, también ha sido comercializado un hidrolizado de caseina con tripsina
con propiedades antihipertensivas en Japén bajo el nombre de Casein DP (Kanebo
Ltd.) (Sekiya y col., 1992; Sugai, 1998). Posteriormente, otro hidrolizado triptico de
caseina se comercializé6 en Holanda bajo la denominacion de C12 Peption™ (DMV
internacional) (Cadee y col., 2007). Ambos productos presentan el fragmento 23-34 de
asq-caseina de secuencia FFVAPFPEVFGK.

En nuestro laboratorio, Recio y col. (2006), han identificado, dos nuevas
secuencias peptidicas derivadas de la os; caseina con actividad IECA y potente
actividad antihipertensiva en el hidrolizado de caseina con pepsina. También se ha
demostrado el efecto antihipertensivo en ratas SHR, de un hidrolizado de caseinas con

pepsina y la fraccion menor de 3000 Da del hidrolizado (Miguel y col., 2009).
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Respecto a las proteinas de suero, la hidrélisis con una combinacion de
enzimas digestivas u otras enzimas con alto poder proteolitico y baja especificidad,
como la termolisina o la proteinasa K, permite la produccion de hidrolizados con un
gran numero de potentes péptidos inhibidores de la ECA (Abubakar y col., 1998;
Hernandez-Ledesma y col.,, 2002; Mullally y col., 1997; Nurminen y col., 2000;
Pihlanto-Leppala y col., 2000). Por ejemplo, el péptido denominado B-lactosin A [IPA,
f(78-80)], se ha identificado en un hidrolizado de B-lactoglobulina con proteinasa K.
Aunque este péptido mostré6 una moderada actividad |IECA, presenté una potente
actividad antihipertensiva en ratas SHR (Abubakar y col., 1998). En un estudio con un
hidrolizado de B-lactoglobulina de cabra preparado con termolisina, se identificaron
dos potentes inhibidores de la ECA, de secuencias LLF y LQKW, y posteriormente, se
demostré su efecto antihipertensivo en ratas SHR (Hernandez-Ledesma y col., 2002 y
2007a).

La hidrélisis de a-lactalbumina con enzimas gastricas y pancreaticas produjo la
liberacion del tetra-péptido YGLF que presenté actividad opiacea y antihipertensiva en
ratas normotensas y SHR, siendo esta ultima actividad debida a su efecto como
antagonista de receptores opiaceos (ljas y col., 2004). Estos resultados sugieren que
otros mecanismos de accion, diferentes a la inhibicibn de la ECA pueden estar

involucrados en el efecto antihipertensivo de péptidos derivados de proteinas lacteas.
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3. Perspectivas futuras

Un elevado numero de estudios llevados a cabo in vitro e in vivo revelan que
los péptidos antihipertensivos pueden ser liberados a partir de proteinas lacteas tras
procesos de fermentacion microbiana y/o hidrolisis enzimatica. Estos péptidos
bioactivos no son tan potentes como los farmacos usados de forma comun en el
tratamiento de la hipertension. Sin embargo, pueden considerase como una fuente
altamente interesante de ingredientes bioactivos que se puede incorporar en alimentos
y ser usados en la prevencion de la hipertension arterial y consecuentemente de los
trastornos cardiovasculares, manteniendo un adecuado estado de salud.

El disefio de nuevos productos lacteos promotores de la salud conteniendo
estos péptidos aparece prometedor y atractivo para productores y consumidores. Sin
embargo, seria necesario: A) Una investigacion mas exhaustiva que resuelva diversos
aspectos cientificos y tecnolégicos de la aplicacion de péptidos bioactivos como
ingredientes de alimentos funcionales y nutracéuticos. B) El desarrollo de estrategias
para la produccién y enriquecimiento de fracciones de péptidos bioactivos, como las
técnicas cromatograficas y las técnicas de membrana. C) La aplicacion de nuevos
experimentos con animales y ensayos clinicos doble-ciego en humanos para verificar
in vivo la eficacia de los péptidos antihipertensivos, asi como sus efectos a largo plazo
una vez administrados por via oral de forma regular. EI mecanismo de accién de los
péptidos bioactivos y los efectos adversos asociados a su uso deberian ser
cuidadosamente considerados en estos ensayos. Adicionalmente a los aspectos
fisiolégicos, la biodisponibilidad de los péptidos bioactivos y sus propiedades
tecnolégicas deberian de ser estudiadas con el objetivo de desarrollar alimentos
modelo que contengan estos péptidos y mantengan su actividad durante un periodo de
garantia. La interaccion de estos péptidos con otros componentes alimentarios, como
los hidratos de carbono o los lipidos, asi como la influencia de las condiciones del

procesado (especialmente el calentamiento) sobre la actividad bioloégica del péptido
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deberian de ser también investigadas. Desde el punto de vista comercial, otros
aspectos como la relacion coste-eficacia del ingrediente, la facilidad de incorporacion a
su producto y sus caracteristicas organolépticas son también de gran importancia.
Finalmente, los datos obtenidos de los ensayos clinicos son esenciales para formular
rigurosos anuncios de salud y el adecuado etiquetado del producto final que contiene

al ingrediente bioactivo.
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