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Resumen

Algunos fragmentos de proteinas alimentarias, una vez
liberados mediante hidrdlisis, pueden producir un des-
censo del tono arterial. Son importantes los hidrolizados y
péptidos provenientes de proteinas lacteas. Destacan los
hidrolizados de caseina con tripsina, y los productos
antihipertensivos obtenidos por fermentacion de la leche
con Lactobacillus helveticus. Estos productos contienen
secuencias como Val-Pro-Pro (VPP) e Ile-Pro-Pro (IPP),
que inhiben la enzima convertidora de la angiotensina
(ECA). Algunas cepas de Enterococcus faecalis también
producen péptidos antihipertensivos inhibidores de la
ECA. Entre estos péptidos destaca la secuencia LHLPLP.
Existen asimismo péptidos e hidrolizados antihipertensi-
vos derivados de proteinas de huevo. Podemos citar las
secuencias FRADHPFL (ovokinina) y RADHPF (ovoki-
nina 2-7) con actividad vasodilatadora endotelio-depen-
diente, y algunos hidrolizados de clara de huevo que inhi-
benla ECA.

Los productos mencionados podrian utilizarse como
ingredientes en alimentos funcionales. Algunos han pro-
bado ya su eficacia y seguridad en pacientes hipertensos.

(Nutr Hosp. 2008;23:313-318)
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Introduccion

En estos ultimos afos la sociedad se ha concienciado
de la estrecha relacion que existe entre dieta y salud.
Como consecuencia de ello, han irrumpido con fuerza
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PEPTIDES WITH ANTIHYPERTENSIVE
ACTIVITY OBTAINED FROM MILK AND
EGG PROTEINS

Abstract

Antihypertensive hydrolysates and peptides have been
isolated from food proteins. Among them, there are of par-
ticular interest the antihypertensive casein hydrolysates,
and some antihypertensive products obtained when milk
was fermented by Lactobacillus helveticus. The sequences
Val-Pro-Pro (VPP) and Ile-Pro-Pro (IPP), with angioten-
sin-converting enzyme (A CE) inhibitory activity, have been
isolated from these fermented products. Selected Entero-
coccus faecalis strains can also produce milk derived pepti-
des with ACE inhibitory and antihypertensive activities.
The main of them is the sequence LHLPLP. Some studies
also describe the production of antihypertensive hydrolysa-
tes and peptides from egg proteins. The sequences
FRADHPFL (ovokinin) and RADHPFL (ovokinin 2-7),
that have shown endothelium-dependent vasodilator acti-
vity, were obtained at first. Some egg white hydrolysates
with ACE inhibitory activity have also been described.

The idea of including the abovementioned products as
functional food ingredients is particularly attractive.
Some of them have already proved their safety and effec-
tiveness in hypertensive patients.

(Nutr Hosp. 2008;23:313-318)

Key words: Bioactive peptides. Hypertension. Angiotensin-
converting enzyme. Milk. Egg.

en el sector alimentario los alimentos funcionales. Los
alimentos funcionales se definen como los alimentos y
componentes alimentarios que, tomados como parte de
la dieta, proporcionan beneficios mas alla de sus valo-
res nutricionales tradicionales, bien sea mejorando una
funcién del organismo o reduciendo el riesgo de enfer-
medad'. La investigacion realizada para elaborar estos
alimentos ha dedicado especial atencién al estudio del
papel fisioldgico de las proteinas de la dieta. Algunos
fragmentos de la secuencia de estas proteinas, pueden
liberarse mediante hidrdlisis y exhibir actividad biol6-
gica. Estos fragmentos, o péptidos bioactivos, se gene-
ran usualmente in vivo por accién de las enzimas gas-
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trointestinales, pero pueden también obtenerse in vitro
con enzimas especificas, o producirse durante los pro-
cesos de elaboracion de determinados alimentos.

Desde su descubrimiento, en 1979, se han descrito
péptidos bioactivos con diferentes actividades bioldgi-
cas?. Algunos son capaces de producir un descenso del
tono arterial y permiten controlar la hipertension. Esta
enfermedad es la primera causa de mortalidad en los
paises desarrollados. Aunque su deteccién y control
son relativamente sencillos, la realidad es que muchos
pacientes hipertensos no tienen conocimiento de su
enfermedad, y otros estdn diagnosticados pero reciben
un tratamiento inadecuado. Es, por ello, obvio el inte-
rés que actualmente tiene la investigacion sobre pépti-
dos antihipertensivos de origen alimentario. Los
alimentos funcionales que los contienen pueden repre-
sentar una nueva estrategia para la prevencion y/o el
tratamiento de la hipertension.

Se han obtenido péptidos antihipertensivos a partir
de proteinas de distintos alimentos de origen animal*” y
vegetal®!°. Los principales son péptidos antihipertensi-
vos que provienen de proteinas lacteas. Esto es impor-
tante, ya que la leche es un alimento primario en la
sociedad actual. Las proteinas del huevo son una fuente
muy importante de nitrégeno en la dieta, y este ali-
mento juega también un papel fundamental en la nutri-
cién humana. Pese a ello, muy pocos estudios han abor-
dado la produccién de péptidos bioactivos a partir de
proteinas de huevo. La presente revision sefiala algu-
nos de los hallazgos importantes de la investigacién
actual sobre péptidos antihipertensivos derivados de
proteinas alimentarias, y se centra en los estudios reali-
zados en la ultima década con productos y péptidos
antihipertensivos obtenidos a partir de proteinas de
leche y de huevo.

Péptidos antihipertensivos derivados
de proteinas de leche

Las proteinas lacteas son una de las fuentes principa-
les de péptidos bioactivos. Estos péptidos pueden pro-
ducirse por hidrélisis de las proteinas lacteas con dife-
rentes enzimas, y también por fermentacion de la leche
con distintas bacterias.

El estudio de Sekiya y cols., en 1992, es uno de los
primeros que aborda la produccién de productos
antihipertensivos derivados de proteinas de leche.
Estos investigadores demostraron que el consumo de
20 g/dia de un hidrolizado de caseina con tripsina
durante 4 semanas, producia una disminucién de la
presion arterial sist6lica (PAS) y diastélica (PAD) en
pacientes hipertensos''2. El producto se comercializ
en Jap6n con el nombre de “Casein DP”. Posterior-
mente, se comercializé en Holanda otro hidrolizado
de caseina con tripsina, que disminuia también la pre-
sion arterial en pacientes hipertensos'*'*. Este nuevo
hidrolizado se comercializ6 con el nombre de “C12
Peptide”.

Los hidrolizados de proteinas de suero lacteo han
mostrado también efecto beneficioso para el control de
la presion arterial. En este contexto, Pins y Keenan
demostraron que el consumo de 20 g/dia de un hidroli-
zado de proteinas de suero lacteo, durante 6 semanas,
reducia significativamente la PAS y la PAD en pacien-
tes prehipertensos sin medicar. Cinco semanas después
de finalizar la ingesta del hidrolizado, pudo apreciarse
todavia su efecto. Hay que sefialar, ademads, que los
pacientes de este estudio presentaban hipercolesterole-
mia, y el hidrolizado disminuy6 los niveles de LDL
colesterol'>'°. Este producto se comercializa actual-
mente en Estados Unidos con el nombre de “Biozate”.

Es también importante la produccién de péptidos
antihipertensivos por fermentacion lactea. Lactobaci-
llus helveticus tiene usualmente mayor actividad proteo-
litica que otras bacterias, y muchos de estos péptidos se
han obtenido fermentando la leche con esta bacteria.
Como ejemplo, podemos citar el producto licteo
comercializado en Jap6n por Calpis (Calpis Co. Ltd.,
Japan), que se preparaba por fermentacién de leche
desnatada con Lactobacillus helveticus 'y Saccharomy-
ces cerevisiae. Nakamura y cols., en 1995, comproba-
ron que la leche Calpis mostraba efecto antihiperten-
sivo en ratas espontdneamente hipertensas (SHR),
después de su administracion oral aguda a estos anima-
les'®. El grupo japonés demostré que los péptidos Val-
Pro-Pro (VPP) e Ile-Pro-Pro (IPP), eran los principales
responsables de la actividad antihipertensiva de esta
leche!™. Estos péptidos también mostraron efecto
antihipertensivo. Un estudio doble ciego realizado por
el mismo grupo, demostré poco después que la ingesta
de 95 ml/dia de leche Calpis, durante 8 semanas, redu-
cia significativamente la PAS y la PAD en pacientes
hipertensos que mantenian durante el ensayo su medi-
cacion antihipertensiva®'. Recientemente se ha demos-
trado también el efecto de esta leche en sujetos hiper-
tensos que no reciben medicacion antihipertensiva. En
el ensayo, los pacientes ingerian 160 g/dia de leche
durante 4 semanas®. El producto, denominado comer-
cialmente “Ameal Peptide”® por Calpis, se ha afadido
a una nueva bebida lactea lanzada por Unilever, que se
ha comercializado en Espafia con el nombre de “Flora
Proactive™®.

Los estudios de Sipola y cols., pusieron también de
manifiesto el efecto antihipertensivo de los péptidos
VPP e IPP en ratas SHR>. Este grupo demostrd, asi-
mismo, el efecto antihipertensivo de una leche fermen-
tada con Lactobacillus helveticus LBK-16H, que conte-
nia ambos tripéptidos®. La ingesta de 150 ml/dia de esta
leche, durante varias semanas, ocasiond una moderada,
pero incuestionable, disminucién de la presion arterial
en sujetos hipertensos que no recibian ninguna medica-
cion antihipertensiva®*?. El producto lacteo se comercia-
liz6 en Finlandia por la empresa Valio con el nombre de
“Evolus”. Actualmente la empresa Kaiku lo ha introdu-
cido en Espaiia con el nombre de “Kaiku Vitabrand”.

El principal mecanismo implicado en el efecto de los
péptidos antihipertensivos de origen alimentario, y
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también en el efecto de los péptidos lacteos anterior-
mente mencionados, es la inhibicidn de la enzima con-
vertidora de angiotensina (ECA). Ambas secuencias,
VPP e IPP, se caracterizaron como potentes inhibido-
ras de la ECA. Este mecanismo justifica, de hecho, en
la mayoria de los casos, el efecto de los productos fun-
cionales con actividad antihipertensiva. Hay que tener
en cuenta que la ECA promueve la separacién del
dipéptido carboxiterminal de la angiotesina I, un deca-
péptido inactivo, y cataliza su conversién en angioten-
sina II, un octapéptido con una potente actividad
vasoconstrictora. La ECA retira, ademas, de forma
secuencial, dos péptidos carboxiterminales en la
estructura de la bradikinina, e inactiva esta molécula
vasodilatadora®. Esta enzima juega por eso un papel
crucial en el mantenimiento de la tensién arterial, y en
el dafio orgédnico secundario a la elevacién de esta
variable. Su implicacién en la modulacién del tono arte-
rial puede ser critica en algunos pacientes hipertensos y,
de hecho, los inhibidores de la ECA son en el momento
actual un grupo farmacoldgico prioritario para el trata-
miento de la hipertensién. La inhibicién de la formacién
de angiotensina Il in vitro es, ademds, un “test” frecuente
para evaluar farmacos antihipertensivos.

Nuestro grupo de investigacion, en colaboracién con
el Grupo Leche Pascual, ha demostrado que algunas
cepas seleccionadas de Enterococcus faecalis, son
capaces de producir otros péptidos inhibidores de la
ECA, distintos de los péptidos VPP e IPP. Entre ellos,
destaca la secuencia LHLPLP (B-casein f133-138)%.
La leche fermentada por estas cepas de Enterococcus
faecalis, presento actividad antihipertensiva en ratas
SHR, cuando se administré de forma aguda, por via
oral, a estos animales®. Los péptidos inhibidores de la
ECA, identificados en la leche, también disminuyeron
la presion arterial de las ratas SHR cuando se adminis-
traron en dosis Unica, por via oral. Estos péptidos no
modificaron la presién arterial de las ratas Wistar-
Kyoto (WKY), que son el control normotenso de las
SHR?®'. Se comprobé también que el producto obtenido
al fermentar la leche con Enterococcus faecalis, ate-
nuaba el desarrollo de hipertensién en las ratas SHR,
cuando se administraba desde el momento del destete,
de forma continuada, por via oral, a estos animales. Las
propiedades antihipertensivas del producto fermentado
con Enterococcus faecalis, mejoraron cuando este pro-
ducto se habia enriquecido en calcio®.

Se han aislado y caracterizado también varios pépti-
dos con actividad inhibidora de la ECA, y con activi-
dad antihipertensiva, a partir de algunos hidrolizados
que se obtienen al tratar la o-Lactoglobulina y la B-
Lactoglobulina de la leche con enzimas digestivas?'*3,
Recientemente se han identificado dos péptidos con
una potente actividad inhibidora de la ECA derivados
de la B-Lactoglobulina de la leche de cabra?. Estos
péptidos, que corresponden a las secuencias Leu-Gln-
Lys-Trp (LQKW) y Leu-Leu-Phe (LLF), se liberan
tras la incubacion de suero lacteo con termolisina, a
37 °C, durante 24 horas. Ambas secuencias mostraron

efectos antihipertensivos en ratas SHR, cuando se
administraron en dosis tnica, por via oral, a estos ani-
males®.

Péptidos antihipertensivos derivados
de proteinas de huevo

Hasta este momento se han descrito muy pocos pép-
tidos bioactivos procedentes de proteinas de huevo.
Los primeros fueron dos péptidos antihipertensivos
que tenfan actividad directa en vasos. El primero fue un
octapéptido antihipertensivo y relajante vascular, ais-
lado por Fujita y cols. (1995a), que tenia la secuencia
aminoacidica  Phe-Arg-Ala-Asp-His-Pro-Phe-Leu
(FRADHPFL)». Esta secuencia corresponde al frag-
mento 358-365 de la ovoalbimina, que es la proteina
mayoritaria de la clara de huevo. El péptido en cues-
tién, mostré actividad vasodilatadora parcialmente
dependiente de endotelio en arterias mesentéricas cani-
nas, y se denominé ovokinina. Su efecto estaba, en
parte, mediado por receptores B , que estimulan la libe-
racion de prostaciclina. La ovokinina mostré efectos
antihipertensivos cuando se administré a ratas SHR en
dosis altas. El efecto antihipertensivo de la ovokinina
se potenciaba cuando el péptido se administraba oral-
mente a las ratas emulsionado en yema de huevo. Se
postulé que los fosfolipidos de la yema de huevo
aumentaban la disponibilidad oral de la ovokinina, por-
que mejoraban su absorcidn intestinal, y porque prote-
gian al péptido de la digestion por las peptidasas intes-
tinales®.

El segundo péptido aislado de las proteinas del
huevo, fue un hexapéptido con actividad relajante vas-
cular, que se caracterizé como el fragmento 2-7 de la
ovokinina. Se denominé por eso ovokinina (2-7). Su
secuencia era la siguiente: Arg-Ala-Asp-His-Phe-Leu
(RADHPF)*. Esta secuencia se purifico a partir de un
hidrolizado de ovoalbimina con quimiotripsina, y se
vio que correspondia a los residuos 359-364 de esta
proteina. El péptido causaba relajacién endotelio
dependiente en las arterias mesentéricas de las ratas
SHR. Esta relajacién estaba principalmente mediada
por 6xido nitrico. No producia, por el contrario, relaja-
cion en las arterias de las ratas normotensas WKY. La
presion arterial de las ratas SHR disminuia cuando se
administraban por via oral dosis de ovokinina (2-7)
diez veces inferiores a las dosis eficaces de ovokinina,
pero la presién de las ratas WKY no se modificaba
cuando se administraban por esta via las mismas dosis
de dicho péptido. Se comprobé que la administracién
intravenosa de ovokinina (2-7), en las dosis menciona-
das, no causaba cambios significativos en la presion
arterial de las ratas SHR. La administracion por esta via
de concentraciones muy elevadas del péptido, sélo
ocasionaba, paraddjicamente, una leve disminucién de
esta variable®. Los estudios de reactividad vascular en
arterias aisladas de ratas, realizados en 2004 por
Scruggs y cols., han demostrado que la ovokinina (2-7)

Proteinas de leche y huevo
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produce sus efectos por activacion de receptores vascu-
lares B, de bradikinina®.

Se ha intentado mejorar la actividad oral de los
péptidos antihipertensivos derivados de proteinas de
huevo mediante modificaciones estructurales. Se han
sintetizado, por ejemplo, algunos derivados de la ovo-
kinina (2-7), para mejorar su actividad antihiperten-
siva por via oral. Entre ellos, podemos destacar los
péptidos Arg-Pro-Phe-His-Pro-Phe (RPFHPF) y Arg-
Pro-Leu-Lys-Pro-Trp (RPLKPW). Estas secuencias
han mostrado, respectivamente, diez y cien veces mas
actividad que la ovokinina (2-7), tras su administra-
cion oral a ratas SHR. Las sustituciones de aminoéci-
dos realizadas, conferian probablemente a estos pép-
tidos mayor resistencia a las proteasas del tracto
digestivo*#.

Hemos destacado anteriormente la inhibicion de la
ECA, como principal mecanismo implicado en el
efecto de los péptidos antihipertensivos de origen ali-
mentario. En este contexto, cabe resaltar que Fujita y
cols. (2000), comprobaron que los hidrolizados de ovo-
albimina con pepsina y termolisina presentaban activi-
dad inhibidora de este enzima. La concentracion de los
hidrolizados necesaria para inhibir un 50% la actividad
de la ECA (IC,), era, respectivamente, 45 ug/mly 83
pg/ml. Se aislaron seis péptidos con actividad inhibi-
dora de la ECA a partir del hidrolizado de ovoalbimina
con pepsina. Estos péptidos tenian valores de IC, com-
prendidos entre 0,4 uM y 15 uM, pero de ellos sélo el
dipéptido Leu-Trp (LW) mostré actividad antihiper-
tensiva en ratas SHR. Fujita y cols., no consiguieron
hidrolizados activos al tratar la ovoalbimina con trip-
sina o quimiotripsina. Los valores de IC, obtenidos por

estos investigadores para estos hidrolizados eran, de
hecho, mayores de 1.000 pg/ml*.

Algunos estudios de nuestro grupo de investigacion,
han demostrado también que la hidrdlisis de las protei-
nas de la clara de huevo con diferentes enzimas de ori-
gen digestivo, proporciona hidrolizados con elevada
actividad inhibidora de la ECA. Los hidrolizados mas
potentes se obtuvieron cuando se hidrolizé la clara de
huevo con pepsina, y el tiempo de hidrdlisis era impor-
tante para la potencia del hidrolizado. Cuando el
tiempo de incubacién era superior a 30 minutos, se
consiguieron hidrolizados activos que tenian valores
de IC, relativamente bajos. La hidrdlisis de la clara de
huevo con pepsina durante tres horas, proporcioné un
hidrolizado con potente actividad inhibidora de la
ECA, que tenfa un valor de IC, de 55 ug/ml. La ultra-
filtracién de este hidrolizado, permitié obtener una
fraccion con masa molecular menor de 3.000 Da, que
presenté mucha mads actividad inhibidora de la ECA
que el propio hidrolizado. Esta fraccién tenia un valor
de IC, de 34 pug/ml. En ella se identificaron varios pép-
tidos con actividad inhibidora de la ECA. Los péptidos
mds potentes correspondian a las secuencias Tyr-Arg-
Glu-Glu-Arg-Tyr-Pro-Ile-Leu (YAEERYPIL), Arg-
Ala-Asp-His-Pro-Phe-Leu (RADHPFL) e Ile-Val-Phe
(IVF). Estas secuencias presentaron respectivamente
valores de IC, iguales a 4,7, 6,2y 33,11 uM. En con-
traste con los resultados aportados por Fujitay cols., en
nuestro laboratorio pudimos conseguir también hidro-
lizados activos cuando la hidrdlisis de las proteinas de
la clara de huevo se producia con tripsina o quimiotrip-
sina, pero en este caso se requeria como minimo un
tiempo de incubacién de 24 horas‘.

Tabla I

Péptidos derivados de proteinas de leche y huevo con actividad antihipertensiva
Secuencia Origen Enzima Actividad demostrada Referencia
VPP, IPP B-caseina Proteinasa de Lactobacillus helveticus IECA/Antihipertensiva 17,18,19,23
VYP, VYPFPG p-caseina Proteinasa K Antihipertensiva 5
KVLPVP, KVLPVPQ B-caseina Proteinasa de Lactobacillus helveticus Antihipertensiva 3
LHLPLP B-caseina Proteinasa de Enterococcus faecalis IECA/Antihipertensiva 29,30
FFVAPFPEVFGK ois -casefna Tripsina IECA/Antihipertensiva 13,14
ALPMPHIR B-lactoglobulina Tripsina IECA/Antihipertensiva 4
LLF, LKQW B-lactoglobulina Termolisina IECA/Antihipertensiva 37,38
IPA B-lactoglobulina Varias enzimas IECA/Antihipertensiva 5
YGLF o-lactoglobulina Varias enzimas Antihipertensiva 35,36
FRADHPFL Ovoalbtimina Pepsina Relajante vascular/Antihipertensiva 39,40
RADHPF Ovoalbimina Quimotripsina Relajante vascular /Antihipertensiva 4143
YAEERYPIL,
RADHPFL, Proteinas de la clara de huevo Pepsina [ECA/Antihipertensiva 46,47
IVF
LW Ovoalbtimina Pepsina IECA/Antihipertensiva 45
RADHP Protefnas de la clara de huevo Pepsina/Corolasa PP IECA /Antihipertensiva 49
Oligopéptidos Protefnas de la yema de huevo Varias enzimas IECA/Antihipertensiva 50

IECA: Inhibidor de la enzima convertidora de la angiotensina.
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El hidrolizado obtenido en nuestro laboratorio cuando
se trataba la clara de huevo con pepsina durante 3 horas,
su fraccién menor de 3.000 Da, y las secuencias peptidi-
cas YAEERYPIL, RADHPFL e IVF, mostraron claros
efectos antihipertensivos. Estos productos ocasionaron
una disminucién significativadelaPAS, y delaPAD, en
las ratas SHR, cuando se administraban en dosis tnica
por via oral. Estas mismas administraciones no modifi-
caron la presion arterial de las ratas normotensas
WKY?, pero se comprob6 que el hidrolizado atenuaba
también el desarrollo de hipertension arterial en las ratas
SHR, cuando se administraba por via oral a estos anima-
les desde el destete®. Estudios paralelos simulando la
digestion gastrointestinal, han indicado que las secuen-
cias YAEERYPIL y RADHPFL se hidrolizan cuando se
administran por via oral®. Es muy probable, por lo tanto,
que los productos resultantes de esta hidrdlisis sean res-
ponsables del efecto que se observa al administrar estas
secuencias, y probablemente estos productos sean tam-
bién responsables, al menos en parte, del efecto antihi-
pertensivo del hidrolizado®.
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