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Resumen

El sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA)
es clave en la fisiopatologia de la hipertension
arterial. La renina regula la cascada del SRAA al
convertir el angiotensin6geno en angiotensina |, que
es una molécula relativamente inactiva. En la
presente investigacion, se realiz6 la evaluacién in
vitro de la actividad inhibitoria de la renina de
fracciones peptidicas obtenidas mediante hidrélisis
enzimética de la proteina de Vigna unguiculata. La
proteina de frijol caupi se hidrolizé con cada uno de
dos sistemas enzimaticos, pepsina-pancreatina o
Flavourzyme®. La ultrafiltracion de los hidrolizados
produjo fracciones de diferentes pesos moleculares.
La fraccion >5 kDa del hidrolizado con
Flavourzyme® tuvo la mayor actividad inhibidora de
renina con 50,52 % mientras que para el hidrolizado
de pepsina-pancreatina, la fraccién >10 kDa fue la
mejor con 33,46 % de inhibicién de renina. Las
fracciones peptidicas de los hidrolizados de proteinas
de Vigna unguiculata exhibieron actividad
antihipertensiva y tienen potencial aplicacién como
ingredientes en alimentos funcionales.

Palabras clave: Vigna unguiculata, renina,
hipertensién,  péptidos  bioactivos,  hidrélisis
enzimatica, ultrafiltracion.

Abstract

The renin-angiotensin-aldosterone system (RAAS) is
key in the pathophysiology of high blood pressure.
Renin regulates the RAAS cascade by converting
angiotensinogen to angiotensin I, which is a relatively
inactive molecule. In the present investigation, the in
vitro evaluation of the renin inhibitory activity of
peptide fractions obtained by enzymatic hydrolysis of
Vigna unguiculata proteins was carried out. Cowpea
protein was hydrolyzed with one of two enzyme
systems, pepsin-pancreatin or Flavourzyme®. The
ultrafiltration of the hydrolysates produced fractions
of different molecular weights. The >5 kDa fraction
of the hydrolysate obtained with Flavourzyme® had
the highest renin inhibitory activity with 50,52 %,
while for the pepsin-pancreatin one, the >10 kDa
fraction was the best at 33,46 % renin inhibition. The
peptide fractions of Vigna unguiculata protein
hydrolysates exhibited antihypertensive activity and
have potential application as ingredients in functional
foods.

Keywords: Vigna unguiculta, renin, hypertension,
bioactive Peptides, enzymatic hydrolysis,
ultrafiltration.
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Introduccion

La hipertension es una enfermedad vascular
multifacética, constituye un factor importan-
te de riesgo de ataque cardiaco, insuficiencia
cardiaca, enfermedad renal cronica, dafio
renal y accidente cerebrovascular, que si no
se trata adecuadamente puede avanzar hasta
provocar dafios en érganos esenciales como
corazén y el rifion, lo que eventualmente
puede conducir a la muerte (Ramya et al.,
2020). A nivel mundial, la hipertension es
responsable del 40 % de todas las muertes
asociadas con enfermedades cardiovascu-
lares y esta tendencia continla aumentando,
particularmente en los paises con desarrollo
bajo y mediano (NCD-RisC, 2017).

La Organizacion Mundial de la Salud
(WHO, 2020), sefiala que, si los paises
logran ampliar la cobertura del tratamiento
de la hipertension arterial, podrian evitarse
76 millones de muertes, 120 millones de
accidentes cerebrovasculares y 79 millones
de infartos de miocardio en el horizonte
actual al afio 2050. Entonces es evidente que
encontrar tratamientos para coadyuvar a lo-
grar esa meta es de primordial importancia.

El tratamiento de la hipertension consiste
en hacer cambios de estilos de vida en los
que esta inmersa la alimentacion y el
sedentarismo. Sin embargo, cuando esto no
es suficiente, se opta por tratamientos farma-
coldgicos antihipertensivos, entre ellos los
inhibidores del sistema renina-angiotensina-
aldosterona. Sin embargo, estos farmacos, si
bien logran controlar la presion arterial,
también generan en el paciente efectos
secundarios indeseables (Ciau-Solis vy
Betancur-Ancona, 2021).

De los compuestos sintéticos actualmente
utilizados como inhibidores de renina, sélo
el Aliskiren estd aprobado como farmaco
para el tratamiento de la hipertension. El
Aliskiren, es un inhibidor competitivo no
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peptidico de la renina utilizado por via oral y
que se une al sitio activo de la molécula de
renina, bloqueando la fragmentacion del
angiotensindgeno y previniendo la forma-
ciéon de angiotensina | (Chen et al., 2013;
Ramya et al., 2020).

La renina (EC 3.4.23.15) es una proteina
de 37 kDa que cataliza el paso determinante
y controla la velocidad del sistema renina-
angiotensina-aldosterona, responsable de la
regulacion de la presion arterial de los
mamiferos, al convertir el angiotensindgeno
(una proteina hepéatica de 55 kDa), en
angiotensina | (Ang I) que es un decapéptido
inactivo. Los niveles plasmaticos excesivos
de Ang | son un factor causante del desarro-
llo de hipertension, ya que es la etapa previa
para convertir ese decapéptido en un com-
puesto activo. Por lo tanto, la inhibicién de
la actividad de la renina puede evitar que se
eleve y posteriormente reducir la presion
arterial y aliviar los sintomas clinicos aso-
ciados con la hipertensién (Aluko, 2019).

Los inhibidores naturales de origen
alimentario que poseen efectos inhibidores
tanto de la renina como de la enzima conver-
tidora angiotensina (ECA), suelen ser los
preferidos como agentes antihipertensivos
porque podrian proporcionar un control mas
eficaz de la presion arterial alta. Actualmen-
te, se estan investigando fuentes naturales de
inhibidores de renina y ECA como una
alternativa méas natural, pero eficaz para el
control de la presién arterial elevada, me-
diante la hidrolisis de proteinas utilizando
enzimas individuales o combinacion de en-
zimas en tratamientos secuenciales (Girgih
etal., 2015).

Las fracciones peptidicas bioactivas son
atractivas como agentes terapéuticos debido
al riesgo reducido de efectos secundarios o
toxicidad asociados con los farmacos anti-
hipertensivos. Si bien existe un abundante
volumen de informacion bibliografica sobre
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los peptidos inhibidores de la ECA, los datos
sobre los péptidos inhibidores de la renina y
su eficacia antihipertensiva es limitada.
Pihlanto y Makinen (2017), han proporcio-
nado informacion relevante sobre los pépti-
dos inhibidores de la renina disponibles en
fuentes alimentarias como la linaza, las
semillas de cafiamo, las proteinas albdminas
séricas de bovinos, las proteinas de legumi-
nosas y las algas marinas.

Las proteinas vegetales son de particular
interés para la produccién de péptidos inhi-
bidores de enzimas que regulan la presion
arterial, debido a su bajo costo y a su amplia
disponibilidad. Los granos de leguminosas
son especialmente prometedoras debido a su
alto contenido de proteinas, que podrian
mejorar su relevancia al generar hidrolizados
proteinicos y fracciones peptidicas poten-
cialmente bioactivas.

Cl-Cafetas et al. (2015), utilizando
fracciones peptidicas de frijol caupi (Vigna
unguiculata) obtenidas por la ultrafiltracion
de hidrolizados enzimaticos, realizaron estu-
dios de inhibicion de la ECA, encontrando
que las fracciones con tamafios menores a 1
kDa obtenidas por la hidrdlisis de las enzi-
mas Flavourzyme® vy el sistema secuencia
pepsina-pancreatina, presentaron una inhibi-
cion hasta del 79 % y del 62 %, respectiva-
mente. El objetivo de este trabajo fue la
evaluacion del efecto in vitro de fracciones
peptidicas de Vigna unguiculata, obtenidas
mediante hidrolisis enzimatica sobre la
inhibicién de la actividad de la renima.

Materiales y métodos

Obtencion del concentrado proteinico de
Vigna unguiculata

Los granos de frijol caupi (Vigha
unguiculta) fueron adquiridos en el mercado
local de la ciudad de Meérida, Yucatan en
México. Se utilizaron 30 kg de granos, los
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cuales se limpiaron manualmente para
eliminar las impurezas y fueron secados
durante 2 h a 60 °C en una estufa de convec-
cion Fisher Scientific®. Posteriormente,
fueron quebrados en un molino de impacto
marca Mikros® (Industrial Machinery,
Monterrey, México) y luego fueron molidos
en un equipo Cyclotec 1093® (Tecator,
Sweeden).

La harina obtenida se tamizd en una
malla de 60 para obtener un tamafio de
particula de 250 pm. Se realiz6 el fraccio-
namiento himedo de la harina para obtener
un concentrado proteinico preparando una
suspension de la harina con agua destilada
en una relacion 1:6 p/v, ajustando el pH a 11
con una solucion NaOH 1N y agitando
durante una hora de acuerdo a los métodos
indicados por Cu-Cafietas et al. (2015).

Hidrdlisis enzimaticas de los concentrados
proteicos

Se realiz6 la hidrolisis enziméatica del
concentrado proteinico empleando dos pro-
cedimientos; el primero utiliz6 un sistema
enzimatico  secuencial de  pepsina-
pancreatina (PP) de acuerdo con Castafieda-
Pérez et al. (2021). Los parametros de
hidrdlisis fueron: concentracion de sustrato 4
%, relaciébn enzima sustrato 1/10 plv,
temperatura de 37 °C, pH 2 para pepsina y
pH 7,5 para pancreatina y un tiempo total de
90 min.

Durante los primeros 45 min, la hidrolisis
se realizd con pepsina, seguida por la
hidrolisis con pancreatina, ambas en un
reactor de vidrio de 2 L colocado en un bafio
de agua Cole-Parmer Poystat®. La agitacion
se realizO con un agitador mecanico
(Caframo RZ-I®) a 300 rpm, empleado un
termometro y un electrodo del potencio-
metro Orion Star A215®. El segundo
proceso de hidrdlisis se realizo con una pre-
paracion de Flavourzyme® 500MG (Novo
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Laboratories-Copenhagen, Denmark), a 50
°C, ajustando el pH a 7 con una solucion de
NaOH 0,1 M y manteniendo la suspension
en agitacion (Cu-Carietas et al., 2015).

Ambas hidrdlisis fueron detenidas inacti-
vando las proteasas en un bafio de agua a 85
°C por 20 min. Los hidrolizados fueron
centrifugados a 12 000 x g durante 45 min
(Centrifuga Hieraeus Fresco 17-Thermo
Scientific®). Se recuperaron los sobrenadan-
tes, previo a su conservacion en congelacion
a -20°C para su analisis posterior.

Determinacion del grado de hidrdlisis

Se determinaron los aminoacidos libres con
la técnica del O-ftaldialdehido de Nielsen et
al. (2001), preparando una curva de cali-
bracion con diferentes volimenes en pL de
una soluciéon madre del aminoacido L-serina.
El grado de hidrolisis se calculé dividiendo
el contenido de grupos aminos libres en el
hidrolizado total (meqg/g de proteina), res-
pecto a aminos totales en el concentrado
proteico (meq/g de proteina) y expresados en
porcentaje. El contenido de proteina se
determind mediante el método de Lowry
(Satpathy et al., 2020). La cuantificacion se
realiz6 mediante una curva de calibracion
preparada a partir de una solucién de 1
mg/mL de seroalbdmina bovina (BSA).

Fraccionamiento por ultrafiltracion

Las porciones solubles de los hidrolizados
enzimaticos fueron sometidas a un fraccio-
namiento por ultrafiltracion basados en lo
reportado por Ciau-Solis et al. (2018). Se
utilizaron membranas de diferentes cortes
moleculares: 1 kDa, 3 kDa, 5 kDa y 10 kDa
y una unidad de ultrafiltracion Amicon
Modelo 2000® (Millipore, Inc.,
Marlborough, MA, USA). Se pasl a través
de las membranas de manera secuencial
colectando el retenido en cada la membrana.
La fraccion peptidica fue liofilizada -47 °C y
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13 x 10-3 mbar en un liofilizador
Labconco®.

Evaluacion de la actividad inhibitoria de
renina

La actividad inhibidora sobre la renina de los
hidrolizados y fracciones peptidicas se
determind empleando el kit Renin Inhibitor
Screening Assay (Li y Aluko, 2010). El
buffer empleado para la renina se prepard
disolviendo 3 mL en 27 mL de agua grado
HPLC, 1:10 (v/v). Ese buffer fue preparado
con 50 mM de Tris-HCI, pH 8 y 100 mM de
NaCl. Se diluyeron 50 pl de la solucion
proteinica de renina en 950 ul del buffer, es
decir en relacion 1:20 (v/v).

Antes de llenar la microplaca, se
atempero la solucién de renina a 37 °C. La
microplaca se llend como se indica: Blanco:
20 pL de sustrato, 160 pL de buffer de
renina 'y 10 pL de agua grado HPLC;
Actividad maxima (100 %): 20 pL de
sustrato, 150 uL de buffer de renina y 10 pL.
de agua grado HPLC y Celda de inhibicion:
20 pL de sustrato, 150 pL de buffer de
renina y 10 uL de muestra.

La reaccion se inicid al afadir la renina a
los pocillos de actividad maxima y celdas de
inhibicion. La microplaca se agitdé suave-
mente por 10 s para homogenizar y se dejo
incubar por 15 min a 37 °C. La intensidad de
fluorescencia (IF) se midié utilizando la lon-
gitud de onda de excitacion a 340 nm, y la
longitud de onda de emision a 500 nm. El
porcentaje de inhibicion se calculé restando
el promedio de fluorescencia de la celda
blanco a las muestras y la celda de actividad
maxima, y aplicando la siguiente ecuacion:

% de inhibicion= ((IFAM — IFM) / IFAM) x 100
(Ec. 1)

Donde: IFAM: Intensidad de fluorescencia de la
actividad méaxima, IFM: Intensidad de
fluorescencia de la muestra.
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Analisis estadistico

Los resultados fueron procesados mediante
estadistica descriptiva utilizando medidas de
tendencia central (media) y dispersion (des-
viacion estandar). Los datos obtenidos de la
actividad inhibitoria de renina se evaluaron
mediante analisis de varianza de una via y
comparacion de medias por el método de
Duncan para establecer las diferencias entre
los tratamientos, utilizando el paquete com-
putacional Statgraphics Centurion Version
19® y de acuerdo a los métodos de
Montgomery (2020).

Resultados y discusion
Grado de hidrolisis

Los hidrolizados proteinicos obtenidos con
los sistemas enzimaticos pepsina-pancreatina
y Flavourzyme® alcanzaron grados de
hidrélisis de 58,95 y 38,76 %, respectiva-
mente. Estos valores presentaron diferencia
significativa (p<0,05) confirmando que el
sistema enzimatico tuvo un efecto signi-
ficativo sobre la hidrolisis de la proteina del
frijol caupi (Figura 1). Estos resultados
fueron similares a los obtenidos por Segura-
Campos et al. (2013), al realizar la hidrolisis
enzimatica de los extractos proteicos de V.
unguiculata con Flavourzyme®, donde se
obtuvo un valor de 58,82 %, mientras que
para el sistema secuencial pepsina-
pancreatina, se obtuvo un valor de 35,74 %.

La pepsina hidroliza principalmente los
enlaces peptidicos que contienen amino-
acidos aromaéticos, metionina o leucina,
mientras que la pancreatina tiene una mayor
especificidad por los enlaces C-terminales de
los residuos de metionina y leucina. Sin
embargo, el uso in vitro de un sistema enzi-
matico secuencial pepsina-pancreatina se
considera una accion equivalente a la
hidrolisis de peéptidos durante la digestion
gastrica.
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B 58,952

m 38,76

Grado de hidroélisis

Flavourzyme® Pepsina-Pancratina
Sistema enzimatico

Figura 1. Grados de hidrolisis de los concentrados
proteinicos de V. unguiculata. *® Literales diferentes
indican diferencias estadisticamente significativas
(p<0,05)

Los resultados indicaron que el uso de
ambos sistemas proteoliticos permitid gene-
rar hidrolizados extensivos de frijol caupi
con grados de hidrolisis superiores al 10 % y
sus fracciones peptidicas derivadas podrian
tener actividad biol6gica, es decir, el
potencial de regular procesos fisioldgicos
especificos como la inhibicion de enzimas
relacionadas con la regulacion del sistema
renina-angiotensina-aldosterona,  principal
respon-sable de la hipertension.

Actividad inhibitoria sobre la renina

Las fracciones peptidicas ultrafiltradas obte-
nidas de los hidrolizados de V. unguiculata
con el sistema enzimatico secuencial con
pepsina-pancreatina, tuvieron valores de
actividad inhibidora de la renina que
oscilaron entre 5,36 y 33,461 %, teniendo la
fraccion > 10 kDa el mayor grado de
inhibicién (Figura 2).
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Figura 2. Efecto inhibidor sobre la actividad de la
renina de fracciones peptidicas obtenidas por
ultrafiltracion del hidrolizado proteinico de V.
unguiculata con pepsina-pancreatina. *¢ Literales
diferentes en las barras indican diferencias
estadisticas (p<0,05).

El analisis estadistico indicé que la
actividad inhibitoria sobre la renina fue
estadisticamente diferente (p<0,05) entre
fracciones peptidicas. En la actividad inhi-
bidora sobre la renina en las fracciones obte-
nidas con el hidrolizado con Flavourzyme®,
se presentaron valores de inhibicién mayores
al 50 % con la fraccion >5 KDa y 45 % con
la fraccién <1 kDa (Figura 3).
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% de inhibicion de renina

Figura 3. Efecto inhibidor sobre la actividad de la
renina de fracciones peptidicas obtenidas por
ultrafiltracion del hidrolizado proteinico de V.
unguiculata con Flavoyrzyme®. #¢ Literales
diferentes en las barras indican diferencias
estadisticas (p<0,05).
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Se observaron diferencias significativas
(p<0,05) entre las fracciones ultrafiltradas
obtenidas con este sistema enzimatico. Este
mismo comportamiento fue observado en los
estudios de las fracciones peptidicas, obte-
nidas mediante este mismo método, a partir
de proteinas hidrolizadas de semillas de
calabaza estriada (Telfairia occidentalis),
donde la fraccion de 5 a 10 kDa, exhibi6 una
actividad inhibidora de la renina significa-
tivamente mayor (p<0,05) en comparacion
con las otras fracciones (Malomo et al.,
2020).

El efecto de inhibicion de la actividad de
la renina que se observo en las fracciones
obtenidas por hidrolisis con Flavourzyme®,
fue mayor que el que se presentd con
pepsina-pancreatina, posiblemente por el
tamafo molecular que puedan tener las
fracciones, dado que se ha reportado que la
hidrolisis con un sistema de exoproteasas y
endoproteasas como es Flavourzyme ®,
libera dipéptidos de bajo peso molecular e
incluso aminoécidos libres y se ha encontra-
do que a menor peso molecular se presentan
mejores efectos inhibidores (Nardo et al.,
2020).

En este sentido, Quiroga et al. (2017),
reportan valores ligeramente superiores en la
capacidad de inhibir a la renina con fraccio-
nes peptidicas de Amatathus hipocondriacus
con una longitud promedio de 4 a 6 amino-
acidos. Estos péptidos fueron capaces de
inhibir la renina en un 60 %.

La mayoria de los péptidos inhibidores de
la renina se han producido mediante
hidrolisis de diversas proteinas de granos.
Udenigwe et al. (2009), realizaron uno de los
trabajos iniciales que inform6 sobre la
capacidad de las fracciones peptidicas de
linaza para inhibir la actividad in vitro de la
renina. La proteina de linaza (Linum
usitatissimum) se tratd con pepsina, ficina,
tripsina, papaina, termolisina, pancreatina y
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Alcalase® en condiciones Optimas de
hidrolisis y se fraccionaron mediante ultra-
filtracién (1-3 y 3-5 kDa). Las fracciones
obtenidas con pepsina y con Alcalasa®
mostraron una actividad moderada o no tu-
vieron actividad sobre la enzima renina
respectivamente.

Este mismo estudio encontrd relacion
entre el caracter cationico de las fracciones
obtenidas con su potencial inhibidor, de
manera que la fraccion con mejor capacidad
de inhibicion de la renina, fue la que presen-
taba mayor caracter cationico, a diferencia
del péptido menos catiénico que no tuvo
actividad de inhibicion de la renina.

Las proteinas de linaza estan constituidas
principalmente por un 80 % de globulinas
similar al 79 % de estas mismas en el frijol
caupi. Estas proteinas son mayoritarias en
ambos granos Yy su hidrolisis libera fraccio-
nes peptidicas con aminoacidos cationicos
como arginina, histidina y lisina, cuya
proporcion dependera de la enzima utilizada
(Goncalves et al., 2020; Mueed et al., 2022).
Esto sefiala que el uso de estas enzimas no
siempre produce péptidos potencialmente
inhibidores, comportamiento que pudiera
explicar lo observado en las fracciones de V.
unguiculata (Figura 2), que al ser hidroli-
zadas con el sistema enzimatico secuencial
de pepsina-pancreatina, presentaron bajos
grados de inhibicion de la renina.

Ciau-Solis et al. (2018), indicaron que el
fraccionamiento en membranas de ultrafil-
tracion mejoré la inhibicién de la renina en
comparacion con los hidrolizados de pro-
teinas de frijol lima (Phaseolus lunatus)
obtenidos por hidrélisis con Flavourzyme®-
Alcalase® y Pepsina-Pancreatina. Las frac-
ciones de ultrafiltracién exhibieron valores
inhibidores de la renina del 13,7 % al
31,7 %, respectivamente y que resultaron
similares a los obtenidos en las fracciones de
frijol caupi que fueron obtenidas mediante el
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sistema pepsina-pancreatina. Sin embargo, la
frac-ciobn >3 kDa con péptidos de menor
tamafo, tuvo la mayor inhibicién de renina,
contra-riamente a lo observado con V.
uguiculata hidrolizada con Flavourzyme®.

Estos resultados permiten observar la
capacidad de inhibicion de las distintas
fracciones sobre la actividad de la renina y
se hace notoria la diferencia entre las frac-
ciones obtenidas por distintos sistemas de
hidrolisis. Es posible que el tamafio de los
péptidos generados por la hidrolisis sea un
factor que influyé en su comportamiento
como inhibidores, dado que se puede notar
que la fraccion >5 kDa con Flavourzyme® y
la fraccibn >10 kDa para Pepsina-
Pancreatina, presentaron los mayores niveles
inhibicion de la enzima y que probablemente
esa diferente carga ionica sea importante se-
gun la composicién de las cadenas proteicas
presentes en las fracciones.

Conclusiones

Las fracciones peptidicas producidas por
hidrolisis enzimética de proteinas de frijol
caupi (Vigna unguiculata), seguida de un
proceso de ultrafiltracion exhibieron activi-
dad biologica in vitro, al actuar como in-
hibidores de la renina presentando inhibicién
méaxima de 50,5 %. Las proteinas hidroliza-
das y ultrafiltradas, podrian contemplarse
como una alternativa que contribuya a
reducir la presion arterial, ayudando a la
prevencion de eventos vasculares, mediante
su uso en alimentos funcionales o nutracéu-
ticos y para regimenes especializados.
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