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RESUMEN

Introduccidn: los hidrolizados de proteina de semillas de plantas son una fuente de
péptidos bioactivos. Sin embargo, no se han publicado estudios sobre la actividad
cicatrizante de heridas.

Objetivo: evaluar el efecto cicatrizante in vivo (en ratones) de hidrolizados enzimaticos de
Phaseolus lunatus empleando pepsina, pancreatina, el sistema secuencial pepsina-

pancreatina y las fracciones peptidicas de cada hidrolizado, mayores y menores de 10 kDa.
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Métodos: las pruebas de cicatrizacion se realizaron en ratones divididos en grupos de
cinco ratones por tratamiento. Las heridas se observaron en un estereomicroscopio
(Stemi™ DV4), midiendo el drea con fotografias los dias 0, 1, 3, 6, 8 y 10. Se calculé el
tiempo transcurrido desde la formacién de cada herida hasta el 80% de reduccion de su
area. Por ultimo, los residuos aminoacidicos de la fraccién o hidrolizado que mostré mayor
actividad cicatrizante fueron identificados por cromatografia HPLC (Agilent 1100 series).

Resultados: las heridas tratadas con hidrolizado de pancreatina{PanH) y su fraccion

mayor de 10 kDa (PanF1) mostraron un avance del 80% de cigdtrizacion a,los 2,86 y 3,03
dias, respectivamente, mientras que con el control fueron”5,04 dias. Estos representaron
la mayor actividad cicatrizante de todos los tratamientos. El andlisis de amihpacidos
determind una presencia importante de

contribuyeron de manera notable a la cica
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However, ne studies on wound’healing activity have been published.

Objective: to evaluate the healing effect in vivo (in mice) of enzymatic hydrolysates of
Phaseolus lunatus Using pepsin, pancreatin, the pepsin-pancreatin sequential system and
the peptide fractions of each hydrolysate, greater and less than 10 kDa.

Methods: the wound healing tests were performed on mice divided in groups of five mice
per treatment. The wounds were monitored with a stereomicroscope (Stemi™ DV4),
measuring the area with photographs on days 0, 1, 3, 6, 8 and 10. The time elapsed from

the formation of each wound to 80% reduction of its area was calculated. Finally, the



fraction or hydrolysate amino acid residues that showed greater wound healing activity
were identified by HPLC chromatography (Agilent 1100 series).

Results: the wounds treated with pancreatin hydrolysate (PanH) and with its fraction
greater than 10 kDa (PanF1) showed 80% of healing at 2.86 and 3.03 days, respectively,
while this occurred using the control at 5.04 days. These represented the greatest wound
healing activity of all the treatments. The analysis of the amino acids determined an

important presence of hydrophobic and basic residues that contribted significantly to

wound healing.

Conclusion: the PanH hydrolysate, obtained from the protein concentrate of Phaseolus

Wound healing.

INTRODUCCION

Las heridas crénicas

La cicatrizaciénnde manefa natural comienza con la hemostasis, que es seguida por la
inflamacidn, prerrequisito para las fases siguientes como la reepitelizacion, la formacion
del tejido de granulacién y la contraccion de la herida. Los factores de crecimiento,
citoquinas y proteasas regulan las funciones celulares durante el proceso de curacién de
heridas. Entre los procesos mas importantes se incluyen modulacién en la produccién de

citoquinas, accién microbicida, migracion y proliferacion celular, sintesis de colageno,

quimiotaxis y angiogénesis, entre otros (3). Las alteraciones en la producciéon de estos



derivados proteicos son mds comunes en padecimientos como la diabetes, las
enfermedades venosas o arteriales y las infecciones microbianas que podrian favorecer el
establecimiento de heridas crdnicas (4).

La mayoria de las investigaciones recientes se han enfocado a la busqueda de compuestos
peptidicos con funciones antimicrobianas e inmunomoduladoras (5,6). Sin embargo, poco
se ha estudiado sobre su propiedad cicatrizante de heridas. En general, las fuentes

naturales de péptidos con esta caracteristica han sido los anfibios, jnSectos, mamiferos vy,

recientemente, plantas (7-9). Las semillas de estas ultimas sor una fuernte adecuada de
proteina. Entre estas se encuentra la familia de las legminosas, ya que ‘sus semillas
contienen mas de 20 g de proteina en 100 g de mas

mL'eromo frijol lima. Esta es
4
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pepsina-pancreatina’(16). También se ha reportado que las fracciones proteicas menores
que 10 kDa del hidrolizado con pepsina poseen actividad antibacteriana contra los
microorganismos S. aureus y S. flexneri (17).

Las propiedades ya mencionadas de Phaseolus lunatus y la escasa informacion sobre la
actividad cicatrizante de péptidos de origen vegetal motivd el desarrollo de la presente

investigacion, la cual consiste en evaluar el efecto cicatrizante in vivo (en ratones) de



hidrolizados enzimaticos empleando pepsina, pancreatina, el sistema secuencial pepsina-

pancreatina y las fracciones peptidicas de cada hidrolizado, mayores y menores de 10 kDa.

MATERIALES Y METODOS
Las semillas secas de Phaseolus lunatus variedad large fueron compradas en un mercado
local de Yucatan, México. Las enzimas usadas fueron Pepsina® (P7000) actividad > 250

U.mg’ y Pancreatina® (P3292), actividad > 100 U.mg™. Las enziafas y los estandares

Concentrado proteico

El concentrado proteico fue obtenidd por fr

isoeléctrica (18). La harina dePhasedl, Qus fye
sl pH
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se

Hidrolizado proteice

filtré para elimin

y ultrafiltracion

Los hidrolizados enzimaticos del concentrado proteico fueron preparados por digestion
individual y secuencial in vitro usando pepsina y pancreatina (19). La proporcién
enzima/substrato (E:S) fue 1:10 (m/m) en una dispersion acuosa (4% m/v); la dispersion
realizada con la enzima pepsina (pH 2) fue ajustada con HCI 2M vy la enzima pancreatina

(pH 7.5) fue ajustada con NaOH (2M). La temperatura de trabajo fue 37 °C (Tabla I). El



tiempo usado para la reaccién de hidrélisis enzimatica individual fue de diez minutos y
cinco minutos para cada enzima, respectivamente, para la hidrélisis secuencial. La
reaccion enzimdatica fue detenida por calentamiento a 80 °C durante 20 minutos. El
sobrenadante fue separado por centrifugacién a 10.000 x g por 20 minutos a 4 °C (Thermo
Scientific™ Sorvall RC 6+) y fue dividido en tres partes. Una de ellas fue secada en un
liofilizador (Labconco™). Las dos partes restantes se ultrafiltraron bajo atmdsfera de

nitrégeno utilizando una membrana de 10 kDa. Las fracciones 4dsi{ obtenidas fueron

secadas en una liofilizadora (Labconco™) para el subsecuente

Grado de hidrolisis
El grado de hidrdlisis (GH) se calculd por el método espectrofotométrico propuesto por
Nielsen (20). Las absorbancias fueron empleadas para hallar los equivalentes de aminos
primarios liberados por la hidrélisis. El nimero total de grupos amino fue determinado en
una muestra de aislado proteico, al hidrolizar este ultimo con HCI 6N durante 24 horas a
120 °C en una estufa Fisher Imperial™.

El grado de hidrolisis (:Aalculé‘WTa' e‘c‘;x@vmuoovhm

donde:

h = concentracidn de grupos aminos libres expresada como meq/g de proteina.

hiot = NUmero total de aminoacidos del concentrado proteico.

provenientes del Bioterio de la Universidad Auténoma de Morelos (UAEM). Todos los
protocolos experimentales fueron aprobados por el Comité Institucional de cuidado
Animal de la Facultad de Medicina de la UAEM (nimero de aprobacion: 005/2016) y
cumplen con la Norma Oficial Mexicana (NOM-062-Z00-1999) “Especificaciones Técnicas
para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio” y con todas las regulaciones federales

e institucionales aplicables. Todos los ensayos en animales se realizaron de acuerdo con



las directrices para el cuidado y uso de animales de experimentacién de la Directiva
86/609/CEE del Consejo de la Comunidad Europea. El modelo que se siguid fue el
reportado por Gutiérrez Samperio (21), con algunas modificaciones. Se formaron diez
grupos al azar de cinco ratones y se alojaron en jaulas separadas. Estos tuvieron acceso al
alimento y agua ad libitum. Cada ratén fue anestesiado mediante una inyeccién de
Pentobarbital® (via intraperitoneal) y se dejo reposar hasta que la anestesia hizo efecto

(aproximadamente 15 minutos). Después se procedid a rasurar eldorso y se hizo una

incisién en forma de circulo con un perforador metalico calibrado en 2 de didmetro.

Composicion de aminoacidos

Los aminodcidos fueron determinados por cromatografia de liquidos de alta resolucién
(HPLC). Las muestras fueron hidrolizadas con HCl 6N durante 24 h a 110 °C en viales
cerrados manteniendo atmédsfera de N,. Después de secar la muestra, los aminodcidos se

determinaron por HPLC (Agilent 1100 series) y columna en fase reversa (Nova-Pak® C 18, 4



pm, Waters, 300 mm x 3,9 mm) a 20 °C. Los solventes usados fueron acetato de sodio (25
mM), conteniendo 0,02% de azida de sodio a pH 6 y acetonitrilo. El flujo de la columna fue
de 0,9 ml/min. El triptéfano fue determinado por hidrolisis alcalina del concentrado

proteico de acuerdo con el método publicado por Yust y cols. (22).

Anadlisis estadistico

La evaluacion en ratones fue analizada por quintuplicado y las”demas pruebas, por

de Tukey. Los datos fueron expresados como medid oftware

empleado fue Minitab 16 Inc.

RESULTADOS Y DISCUSION
Grado de hidrolisis

El grado de hidrolisis (G i j peptfdicos rotos durante la
reaccion enzimatica

1zados.

permi AXi ibilidad en la obtencién de la
bioactividad de &5 pépti
3

Como se puéde obser a tabl dos,de hidrolisis (GH) al utilizar las enzimas

a, pancreatina y el siste cial fueron 9,6 £ 1,98, 15,97 + 3,07y 10,58 £ 2,34,
ectivamente. Estog,re daron con los obtenidos por Bojorquez-Balam y
cols. (17, quienes usar n dimiento similar al realizado en este trabajo. El menor
grado de hidrolisis se observdara pepsina 5,5%, el mayor para pancreatina 8,3% y para el
sistema secuenctial se obttivo un valor intermedio de 7,8%.

Al comparar el GHdel sistema secuencial pepsina-pancreatina con el reportado por
Polanco y cols. (12) se observa un resultado similar al obtenido en esta investigacion (GH
12,25%), usando un porcentaje de enzima de 4% con respecto al sustrato. Por otro lado,
Sandoval-Peraza y cols. (23) reportaron un GH de 25,12% usando condiciones

experimentales similares en un tiempo mayor de 90 minutos. Esto concuerda con lo



encontrado por Chel-Guerrero y cols. (24), ya que el GH aumenta al incrementar el tiempo

de exposicion de la enzima con el sustrato.

Evaluacion macroscépica de la lesién cutdnea en ratones
En esta investigacion se estudiaron los efectos en la cicatrizacién de heridas de los
hidrolizados proteicos y fracciones peptidicas de Phaseolus lunatus. Un andlisis cualitativo

preliminar se muestra en las series de imagenes de la figura 1, dondé.al dia 3 se observa

habian cerrado.
Con el fin de llevar a cabo el andfisi titati icatriZzacion, se midio el
area de las heridas medjante r . curva de cicatrizacion fue

normalizada respecto”a su ar. ;

curvas ajustadasel 3re Qﬂdas C w lempo, tratadas inicialmente con
el hidrolizado de pep pH) vy Q ~provenientes de la hidrolisis (Fig. 2A):
fraccion mayor de 10 kDa (Pep é\o deé

contcol negativo (vehic

10 KDa (PepF2). Estas se comparan con el

destilada) y el agente cicatrizante Kitos Cell®

(pirfenidona). Este ulti indican Avila y cols. (25), es un medicamento que

bloquea la*accién de las citocinas encargadas de regular el proceso de produccién de
tejido fibrético GFB) y son las responsables de la produccidn de fibroblastos. Asi
mismo, disminuye eé¥nimero de las células inflamatorias.

La curva de la fraccion PepF2 es la que se encuentra por debajo de todas y, en
consecuencia, representa la mayor tasa de reduccidn del area de la herida en el proceso
de cicatrizaciédn comparada con los otros tratamientos. Por otro lado, las curvas
correspondientes al PepH y al control negativo son las que muestran la menor tendencia

de reduccidn de la herida, y ambas curvas coincidieron en este comportamiento.



En la figura 2B se muestra que la curva de la fraccion mayor de 10 KDa (Pep-PanF1) tuvo
una tasa semejante a la del control positivo (Kitos Cell®); ambas muestran una mayor tasa
de reduccidn del drea de la herida y las curvas estan por debajo de las que corresponden
al control negativo y Pep-PanF2. Esta ultima fraccion mostrd la menor tasa de reduccion
de area respecto a los demas tratamientos.

La figura 2C muestra que la herida tratada con la fraccidn PanF1 es la que presenté mayor
tasa de reduccidn. Asi mismo, la correspondiente al hidrolizado Pan#“es la mds cercana a
la fraccién PanF1, teniendo en los primeros dias medidas de area muy céfcanas entre si.

Ambas curvas estan por debajo del control positivo. Por-€l contrario, PanF2\mostré una

o

la fi co

Este comportamienhto, de acuerdo con Chalamaiah y cols. (27), pudo deberse a la
secuencia aminoacidica de los péptidos resultantes provocada por la hidrdlisis de
pancreatina. Esta enzima presenta una actividad 6ptima a pH de 7.5 a 8.0. A este pH se
evitan las dificultades relacionadas con la neutralizacion del medio de reaccién y los
indeseables cambios en los aminoacidos (28). La enzima pancreatina es, a su vez, un grupo

de cuatro enzimas de las cuales tres son peptidasas, tripsina, quimiotripsina y elastasa.



Estas enzimas seccionan enlaces peptidicos formando péptidos que en sus residuos
terminales contienen en su mayoria aminoacidos hidrofdbicos y basicos, aunque la
bioactividad de los péptidos obtenidos dependerd, en gran parte, de su composicién
aminoacidica, carga, hidrofobicidad, longitud, secuencia y estructura (29). Se ha
comprobado que los péptidos originados por la hidrélisis con pancreatina, o algunas de las
enzimas que la componen, pueden favorecer la actividad celular en la respuesta inmune,

siendo esta caracteristica indispensable durante la cicatrizagibn de heridas. Lo

idrolizados de

en el caso de los péptidos elaborados a partir de Ia syero de

leche con tripsina y quimiotripsina, estos pudi & las

a que a

, @, B
reportado por Morris y cols. (31) cod® Ioizad pr. icroalga Chorella
th, * j

e I 053 exudddo y estimula las funciones
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s ha”Sido relacionada con la actividad antioxidante y

los aminodcidos, histidind, tirosina y glicina que fueron encontrados en péptidos con
actividades antioxidante y cicatrizante (33). El primero es un aminodacido bdsico, el
segundo es aromatico polar, ambos con caracteristicas antioxidantes, y el Ultimo es un
aminodcido hidrofébico con actividad secuestrante de radicales libres. El hidrolizado de
pancreatina y PanFl contiene estos aminoacidos en porcentajes importantes. El panH
contiene 2,88 g de Histidina, 5,39 g de glicina y 4,73 g de tirosina en 100 g de proteina. La

fraccién F1 de pancreatina contiene 13,14 g de histidina, 6,42 g de glicina y 9,03 g de



tirosina en 100 g de proteina (Tabla Il). Otros aminoacidos hidrofdbicos como isoleucina y
valina se han localizado en péptidos inmunoactivos y antioxidantes (36). Estos
aminoacidos se encuentran en PanH en concentraciones de 7,10 y 22,31 g por 100 g de
proteina, respectivamente. Sin embargo, en la fraccion mayor de diez, el aminoacido
valina se obtuvo en una concentracién de 12,42 g por 100 g de proteina y no se encontré
isoleucina. Esto ultimo puede explicar el hecho de la mayor actividad del PanH con

respecto a su fraccion mayor de 10 (PanF1). Por ultimo, los aminodtidos lisina, arginina

(aminoacidos basicos) y leucina (hidrofdbico) se han hallado ,de manera\repetida en las
cadenas peptidicas con actividad antioxidante (36) antibacteriana y cicathizante (37).
Como se puede observar en la tabla I, el hidrolizado de pancreatina contiene lisina,
leucina y arginina en 0,17, 4,79 y 7,66 g por 100 g de
fraccion PanF1 el contenido de lisina es de”8,01 g gini@, d@g por A

proteina.

De los aminoacidos mencionadfs anté io@e, histidi afginina, tirosina y
lisina se encuentran en paayor adsen la fr orde 10 con respecto al

hidrolizado. Esto puede€ indica idos“de alto peso molecular en el

de alte peso molecular que inoacidos con caracteristicas antioxidantes,

antimicrobianas e inmu oras”influyen en la cicatrizacion de heridas. Este
resultado coincide con bteénido”por Roblet C y cols. (38), donde se encontré que los
hidrolizados\y las fracciones dé peso molecular alto de proteina de soya presentaron un
efecto antivirak_al obse€rvar inactivacion del virus murine norovirus-1 (MNV-1) e
inmunomodulador ™l producir citocina en células no estimuladas. De acuerdo a la
literatura, las propiedades antioxidantes destacan en los aminoacidos tirosina e histidina.
Aunque el mecanismo de estos no ha sido dilucidado y definido perfectamente, la
actividad de la histidina puede ser atribuida a la habilidad donante de hidrégeno y/o

quelacién de los iones metalicos del grupo imidazol (39). Por otro lado, el mecanismo



propuesto para la capacidad antioxidante de la tirosina plantea al secuestro de radicales
libres via donacidn de un dtomo de hidrégeno del grupo hidroxilo (40).

A pesar de su diferente secuencia de aminodacidos, la vasta mayoria de péptidos con
caracteristicas antimicrobianas comparten cardcter catidnico, debido a la prevalencia de
residuos basicos como lisina y arginina (41) y una estructura anfipatica imitando el
ambiente de membrana. El mecanismo de accién antimicrobiana puede ser debido a una

interaccion electrostatica con los fosfolipidos de membrana(3) seguido de Ia

actividad

acido glutamicoyGlu) y eFaminoacido aromatico, tirosina (Tir) (36,45,46).
Aunque el mecanisimo preciso del efecto inmunomodulador de los péptidos provenientes
de alimentos no estd totalmente entendido, se sabe que estos ocurren principalmente a
través de la activacion de los macréfagos, la simulacién de la fagocitosis, el incremento en
la cuenta de leucocitos, el aumento de la induccién de los moduladores inmunes como las

citoquinas, inmunoglobuinas y éxico nitroso (NO), la estimulacion de las células NK

(asesinas naturales), el efecto estimulatorio de células de esplenocitos, la activaciéon de la



transcripcion del factor nuclear-kappa B (NF-kB), la activacion mitogénica de la via
dependiente de la proteina quinasa (MAPK) y la inhibicién en los mediadores
proinflamatorios (27,47).

En un estudio realizado por Matilla y cols. (44) en 2002 se observé el efecto del
aminoacido glicina como reductor en la produccién de especies reactivas de oxigeno. Al
analizar los resultados en un grupo de ratas, después de provocar shock hemorragico y
posterior reinfusién, se observd la prevenciéon en el descensw actividad de las

enzimas hepaticas antioxidantes superoxido dismutasa (SOD), glutatién peroxidasa (GPx) y

ejercido por este aminoacido sobre la activacigr s de Kupffer, productoras
no

radicales libres tanto de oxigeno co

dan

isoleucina, leucina y valina tierfen propiedades antioxidantes y de cicatrizacidon de heridas

(36,39,40). Porvotro ladd, los residuos de acido glutdmico, acido aspartico, cisteina y
fenilalanina facilitan“las actividades inmunomoduladoras (27). Los péptidos de PanH que
contienen los aminoacidos antes mencionados, de peso molecular menor de 10 kDa,
podrian haberse expresado junto con los péptidos mayores de 10 kDa activos y ejercer un

efecto cicatrizante ligeramente superior que la fraccién PanF1.

CONCLUSION



En los ensayos in vivo de los hidrolizados del concentrado proteico de Phaseolus lunatus
obtenidos de pancreatina y pepsina, sus fracciones peptidicas mayores y menores de 10
kDa vy las fracciones del sistema secuencial pepsina-pancreatina, se encontré que las que
presentaron mayor actividad cicatrizante fueron el hidrolizado de pancreatina y la fraccién
mayor de 10 kDa de pancreatina. Asi mismo, se determind una presencia importante de
aminoacidos, principalmente residuos hidrofébicos y basicos, que pueden contribuir a la

cicatrizaciéon de heridas y que también han sido asociados con™potencial actividad

antioxidante y antibacteriana.
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Tabla I. Grados de hidrolisis de los hidrolizados enzimaticos de proteina de Phaseolus

lunatus
Hidrolizados Enzima pH GH
H1 Pepsina 2.0 9,6 +1,98"
H2 Pancreatina 7.5 15,97 + 3,07*
H3 Pepsina-pancreatina 2.0 seguido de 7.5 10,58 + 2,34*"

.

Simbolos diferentes en la columna indican diferencias signifi 5). Datos del

(*").

ativas (p <

grado en PepH (*) estadisticamente diferentes a los dates de PanH (*) y Pep-Pa




Tabla Il. Perfil de aminoacidos de la fraccion > 10 kDa (PanF1) y el hidrolizado (PanH) de

pancreatina

Contenido (g/100 g de proteina)
Aminodacido

PanF1 PanH

Acido aspértico 1.70 £ 0.27* 4.38 +0.07"
Acido glutdmico 1.91 + 0.09* 2.48 £0.06'
Serina 11.74+0.40*  0.71+0.18'

Histidina 13.14 + 1.08*
Glicina 6.42 +0.62*

8.21+0.15"
0.33"

Alanina ' 66 + 0.0o

Prolina 3.79 0.93 +
Tirosina 4,

Treonina 7.29 + 0.036*

Arginina 9.80+0

21+0.09"
Isoleu 7.10£0.05
Leucina 4.79+£0.16
Fenilalapi o 10.22 +£0.11

Lisina 8.01 +0.33* 0.17 £ 0.05"

Triptéfano 0.48 + 0.07* 0.079 + 0.02"

*'Simbolos diferentes en la misma fila indican diferencia significativa (p < 0,05). ND: no
detectado. Datos de contenido de aminoacidos en PanF1 (*) estadisticamente diferentes a

los datos de PanH (T).
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Fig. 1.™Analisis macro i desheridas cutdneas. Los dias 0, 3, 6 y 10 con los
tratamientos: A. control (agua-destilada); B. PanF1; C. PanF2; D. PanH; E. PepF1; F. PepF2;

G. PepH; H. PepsPanF1; ed. Pep-PanF2.
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