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RESUMEN:

Actualmente existe un interés en alimentos que ademas de nutrir tengan propiedades funcionales capaces de
prevenir el padecimiento de enfermedades crénicas. Algunas de estas propiedades son atribuidas al contenido de
proteinas. La nuez (Carya illinoinensis) brinda un equilibrado aporte de grasas (65%) y es una buena fuente de
proteina (9-13%). En el presente trabajo se realiz6 la identificacion de péptidos in silico en la nuez usando las
plataformas de NCBI y BIOPEP. Se obtuvieron las fracciones proteicas (Albuminas, Globulinas, Prolaminas y
Glutelinas) de acuerdo a su solubilidad, se analiz6 el contenido de aminoéacidos (RP-HPLC), fueron digeridas con
tripsina, y se sometieron a espectroscopia de masas-masas para identificar péptidos antihipertensivos. Para la
fraccion con mayor cantidad péptidos se evalué la actividad inhibitoria de la ECA-I. El analisis de aminoacidos
indico que la nuez es deficiente en metionina. Los resultados del analisis in silico de 6 secuencias reportadas,
mostraron 11 actividades biolégicas, de las cuales, la antihipertensiva es la principal con un valor de frecuencia de
ocurrencia de 0.2045. En el analisis de masas-masas se encontraron 9 péptidos con actividad antihipertensiva
encriptados en la fraccion de las glutelinas. La maxima inhibicion de la ECA fue del 81.75% con 500 pg/mL de
digeridos.

ABSTRACT:

There is a currently interest in foods that, further to nourish, also possess functional properties that prevent chronic
diseases. Some of these properties are attributed to protein content. The nut (pecan) provides balanced intake of
fats (65%) and is a good source of protein (13.9%). In this paper “in silico” identification of nut’s peptides was done,
using NCBI and BIOPEP platforms. The protein fractions (according to their solubility): albumins, globulins,
prolamins and glutelins, were obtained. The amino acid content (RP-HPLC) was analyzed and the protein fractions
were digested with trypsin and subjected to mass spectroscopy-mass to identify antihypertensive peptides. For the
majority protein fraction, the inhibitory activity ACE - | was evaluated. Amino acid analysis indicated that the nut is
deficient in methionine. The results of “in silico” analysis reported 6 sequences showing 11 biological activities,
being the antihypertensive the principal of them with a frequency of occurrence of 0.2045. In the glutelins fraction,
were found 9 encrypted peptides in the mass-mass analysis. The maximum ACE inhibition was 81.75 % with 500
mg / mL of digested.
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INTRODUCCION

En los dltimos afios se ha presentado un creciente interés en el mejoramiento de la dieta y el
estilo de vida como una estrategia para reducir el riesgo de enfermedades cardiovasculares y
de cancer. En este sentido, la ciencia de los alimentos esta promoviendo un nuevo concepto
de nutricion y de disefio del alimento, el cual consiste en el desarrollo de productos alimenticios
con una composicion definida para el tratamiento de enfermedades o sindromes especificos.
Muchas proteinas de la dieta pueden ejercer efectos fisiologicos benéficos en el cuerpo
humano, ya que poseen propiedades bioldgicas que hacen a estos componentes, ingredientes
potenciales por su bioactividad o como alimentos promotores de la salud (Torruco et al., 2008).
Tales alimentos son denominados como alimentos funcionales o nutracéuticos. Los
componentes de los alimentos que funcionan como nutracéuticos tienen potencial bajo como
compuestos bioactivos si son comparados con farmacos, pero, dado que son ingeridos
regularmente en cantidades significativas como parte de la dieta, pueden presentar un efecto
fisioldgico a largo plazo perceptible (Espin et al., 2007).

Los mecanismos mediante los cuales las proteinas pueden exhibir sus efectos benéficos
incluyen un incremento en la ingesta de aminodcidos biolégicamente activos o péptidos
bioactivos (Appel, 2003; Elliot, 2003). La hidrolisis enziméatica de las proteinas vegetales es el
bioproceso que incrementa las propiedades quimicas y funcionales de la proteina original sin
perjudicar su valor nutritivo. Esta es la forma mas comun para la obtencion de péptidos
bioactivos (Conde et al., 2009).

Una alternativa para la prevencion y/o tratamiento de la hipertension arterial es el uso de
componentes bioactivos obtenidos de fuentes naturales (animal o vegetal) tales como los
péptidos antihipertensivos, ya que estos pueden reducir la presion arterial en el organismo,
mediante la inhibicién de la enzima convertidora de angiotensina (ECA) la cual es la responsable
gue se altere la presion sanguinea en el organismo. (Torruco et al., 2008). Comparados con los
farmacos inhibidores de la ECA, los péptidos derivados de alimentos tienen ciertas ventajas, ya
gue, aunque tienen una actividad inhibitoria menor in vitro que los farmacos (FitzGerald y Meisel,
2000), no tienen los efectos secundarios dafiinos, tales como tos seca, vertigo, dolor de cabeza,
sabor anormal (metalico o salado), problemas de rifiones e higado y angioedema, ademas de
gue representan un costo mas bajo de la salud (FitzGerald y Meisel, 2000).

Los problemas actuales de salud publica en México y en el mundo, han llevado a la investigacion
de nuevas alternativas para la prevencion o en su caso tratamiento de las enfermedades mas
frecuentes como son la hipertension. Por tanto el objetivo de este trabajo es predecir, identificar
y caracterizar péptidos con actividad antihipertensiva en proteinas de reserva de la nuez (Carya
illinoenensis) y evaluar su actividad antihipertensiva.

MATERIALES Y METODOS

Prediccion in silico de péptidos. Se realiz6 una busqueda de secuencias de proteinas
relacionadas con la nuez en Blast-Protein de NCBI, cada una se analizdé en la plataforma
BIOPEP para la prediccion de la actividad biologica, determinando la frecuencia de ocurrencia,
valor gue indica la probabilidad de encontrar un péptido bioactivos en una secuencia.

Mares-Mares et al./ Vol. 1, No. 2 (2016) 436-441
437



Investigacion y Desarrollo en Ciencia y Tecnologia de Alimentos

Obtencion de proteinas de reserva e hidrolizados tripticos. Se realizd la extraccion
secuencial de proteinas; a partir de harina desengrasada de nuez se diluyeron con un solvente
especifico para cada fraccion en una relacion harina/solvente (1:10 p/v) en agitacion magnética
por 1h a 4°Cy se centrifug6 a 13000 rpm por 15 min a 4°C y se recolecto el sobrenadante. Para
Albuminas en agua, Globulinas 7S en NaCl al 0.1M, 11S en NaCl al 0.8M, Prolaminas en alcohol
al 70% y Glutelinas en NaOH al 0.1M. Las fracciones se sometieron a digestion con tripsina en
una relacion 1:50 (p/p, tripsina: proteina) por 16 horas a 37°C.

Caracterizacién de Aminoacidos. La determinacion de aminoéacidos se realizé mediante
cromatografia de liquidos de fase reversa (RP-HPLC) con el kit AccQ-Tag (Waters) para el
analisis de aminoacidos esenciales. Se emplearon 200 pL de cada fraccion soluble de proteina
de nuez. Las muestras se derivaron con el reactivo AQC (6-aminoquinolyl-N-
hydroxysuccinimidyl carbamate). El analisis se realizé aplicando 5uL de muestra a la columna.
Todas las muestras se analizaron por triplicado.

Identificacion de péptidos (Espectroscopia de masas). Las fracciones digeridas se
analizaron en un sistema SYNAP-NanoUPLC (Waters Co.). Los péptidos fueron identificados
utilizando MASCOT y BIOPEP.

Evaluacion de la Actividad Antihipertensiva. Ensayo de Inhibicion de la ECA-l. La
determinacién de actividad inhibitoria de ECA de los digeridos tripticos de de la fracciébn mas
importantes en la nuez se realiz6 segun lo reportado por Cushman y Cheung (1971). Se
agregaron 15 uL de digeridos tripticos (diferentes concentraciones 1-1000 pg/mL) a un buffer
de fosfatos [(0.3 M NaCl, 0.2 M KzHPO4y 10 mM de Hip-His-Leu, pH 8.3) (Sigma)]. A esta
mezcla se le agregaron 25 pyL de ACE (5 mU) (Sigma) y se incub6 a 37°C en bafo Maria por
80 minutos. La reacciéon se detuvo con HCI 1N. El acido hipurico producido en la reaccién se
extrajo con acetato de etilo; finalmente el acido hipurico se disolvié en agua. La determinacion
se realizd a 228nm de longitud de onda. La actividad de estas muestras se midio por triplicado.
Como control de inhibicion de ECA, solo se midié la actividad inhibitoria de captopril a las
mismas concentraciones. El porcentaje de inhibicién se calcul6 utilizando la férmula:

% de Inhibiciéon =  Absorbancia control — Absorbancia muestra * 100
Absorbancia control

RESULTADOS Y DISCUSION

Prediccién in silico de péptidos. En el andlisis in silico se encontr6 6 secuencias de
aminoacidos asociadas a proteinas de reserva y 11 actividades biol6gicas comunes en la
prediccion de péptidos. La antihipertensiva es la principal con un valor de frecuencia de
ocurrencia de 0.2045 (Figura 1). El andlisis bioinformatico mostré que los péptidos
antihipertensivos y antioxidantes tenian la mayor frecuencia y se encontraban en las proteinas
de reserva de la nuez. Los valores de ocurrencia A mas alta para la actividad antihipertensiva
se presentan en las proteina: 1. Glutelina (0.2045), 5. Albumina (0.18) y 6. Globulina 7S
(0.1706), estas proteinas presentan un inhibidor de la enzima convertidora de angiotensina-I
(ECA). La enzima conocida como enzima convertidora de la angiotensina (ECA;
peptidildipéptido hidrolasa, EC 3.4.15.1) juega un papel importante en la regulacién de la
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presion sanguinea en mamiferos, catalizando la conversion de la angiotensina | (un
decapéptido) en el potente vasoconstrictor angiotensina Il (un octapéptido), y al mismo tiempo
inactivando al vasodilatador bradykinina (Wang y Gonzalez, 2005). Comparando estos valores
con las prolaminas (a/B Gliadinas) del trigo y con las globulinas 7S de la soya que van de 0.06
a 0.08 (Silva, 2007), resultan superiores, por lo que la nuez se puede considerar como una
excelente fuente natural de péptidos antihipertensivos. Glicina, leucina, alanina y tirosina son
aminoacidos que conforman la mayoria de estos péptidos cuya conformacién son dos residuos
de aminoacidos (dipeptidos).

Analisis de Aminoéacidos. La composicion de aminoacidos determina las principales
propiedades fisicas y quimicas de las proteinas como lo son punto isoeléctrico, solubilidad y
calidad nutricional. Mas aun, la composicion de aminoéacidos influencia las propiedades
funcionales como espumado, capacidad de absorcion de agua y aceite, emulsificacion, entre
otras (Badui, 2006). La Tabla 1 muestra la composicién de aminoacidos esenciales de las
diferentes fracciones de las proteinas de reserva de nuez obtenidas en este estudio. Los
aminoacidos esenciales con mayor contenido fueron leucina y treonina, estos aminoacidos
coinciden con los reportados por la SAGARPA, 2010. Entre las fracciones con mayor balance
de aminoacidos fueron Albuminas y Glutelinas que tuvieron una composicion similar segun lo
reportado por la FAO, 1981. El amino&cido limitante por tanto es la metionina en nuez.

Tabla 1. Composicion de Aminodcidos esenciales de las
fracciones proteicas.
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mediada por ubiquitina (AUMP) y K] Inmunomudulants.

Identificacion de péptidos (Espectroscopia de masas). En la identificacion de péptidos por
espectroscopia de masas, un total de 21 péptidos con actividad biolégica fueron encontrados
en la fraccion de las glutelinas, esta fraccion fue la mas importante de la nuez ya que represento
la fraccion soluble de mayor composicion y ademas fue estructuralmente similar a las Globulinas
11S. En esta fraccion se encontraron los péptidos con actividad Antihipertensiva, Antioxidante
y Anticarcinogenica, mostrando similitud con los resultados del analisis bioinformatico. Las
glutelinas son la fraccion que mayor actividad antihipertensiva presenta con 9 péptidos
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antihipertensivos identificados. En la Tabla 2 se muestran los péptidos identificados por
espectroscopia de masas

Tabla 2. Caracterizacion por MSMS de los Digericics de Glutelinas Captapril {Can tral]
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Actividad Antihipertensiva. Ensayo de Inhibicion de la ECA-l. Se analiz6 y cuantifico el
porcentaje de inhibicién de los digeridos tripticos de glutelinas de nuez sobre la actividad de la
enzima convertidora de angiotensina (ECA), utilizando el siguiente rango de concentraciones:
1, 10, 20, 50, 100, 250, 500 y 1000 pg/mL. La maxima inhibicién alcanzada como se observa
enla Figura 2, fue del 81.75% con 500 ug/mL de digeridos tripticos, cuando la concentracién
se aumentd a 1000 uyg/mL se observé una disminucién en el porcentaje de inhibicion. Como
control, se analiz6 y cuantificé la actividad inhibitoria del captopril, utilizando las mismas
concentraciones que en los digeridos de glutelinas. Los datos obtenidos corresponden a la
misma concentracion de 500 pg/mL que en los digeridos, obteniendo un 89.23% de inhibicion.
Con estos datos se obtuvo una CLso de 250 ug/mL para los digeridos y para el captopril

Los digeridos tripticos de glutelinas de nuez podrian ser considerados nutracéuticos
antihipertensivos, es decir, sustancias provenientes de un alimento que proveen algun beneficio
a la salud que pudiera ayudar en el tratamiento o prevencion de enfermedades (NUCIS, 2012).
Los compuestos que funcionan como nutracéuticos tienen potencia baja como compuestos
bioactivos si son comparados con farmacos, pero, dado que son ingeridos regularmente en
cantidades significativas como parte de la dieta, pueden presentar un efecto fisioldgico a largo
plazo perceptible (NUCIS, 2012). Comparados con los farmacos inhibidores de la ECA, los
péptidos derivados de alimentos tienen ciertas ventajas, ya que, aunque tienen una actividad
inhibitoria menor in vitro que los farmacos (Espin et al., 2007) no tienen los efectos secundarios
dafinos, tales como tos seca, vertigo, dolor de cabeza, sabor anormal (metalico o salado),
problemas de rifiones e higado y angioedema (FitzGerald y Meisel, 2000), ademas de que
representan un costo mas bajo de la salud (Espin et al., 2007). De esta manera, la nuez es un
alimento que puede ser incluido en la dieta de pacientes con enfermedades cardiovasculares
como la hipertension y la ateroesclerosis, como coadyuvante de los tratamientos farmacologicos
de dichas patologias.
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CONCLUSIONES

De todas las fracciones digeridas analizadas, los digeridos tripticos de las glutelinas de nuez
podrian ser considerados nutracéuticos antihipertensivos. Los ensayos de actividad bioldgica
de las glutelinas de nuez, indicaron que tenian un efecto antihipertensivo. En tanto se concluye
que los péptidos encriptado provenientes de las proteinas de reserva en la nuez cumplen con
una funcidn regulatoria en el metabolismo.
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