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Resumen

Se evaluo la inhibicion de la enzima convertidora de
angiotensina-1 (ECA-I) in vitro e in vivo por fracciones
peptidicas provenientes de la hidroélisis enzimatica del
concentrado proteico de Vigna unguiculata; el cual fue
separado en distintos pesos moleculares por ultrafiltra-
cion. La hidrdlisis se realizé con Flavourzima® y Pepsi-
na-Pancreatina en dos sistemas separados. Las fracciones
obtenidas con Flavourzima® con mejor inhibicion fueron
las de tamafio>1KDa (>1KDa-F) y<1KDa (<1KDa-F),
con un IC, de 1222,84 y 1098,6 ug/ml, respectivamente.
Con Pepsina-Pancreatina la fraccion<1KDa (<1KDa-
P-P) presentd la mejor actividad, con un IC_ de 402,23
pg/ml. El efecto hipotensor se evalué en un modelo nor-
motenso durante cuatro semanas, 10 mg/kg peso/via oral
en ratas Wistar.<1KDa-F disminuy6 la presion sistoli-
ca:diastolica un 8,61:14,09%, respectivamente; mien-
tras que <1KDa-P-P disminuy¢ la presion diastélica un
14,15%. El efecto antihipertensivo se evalué en un mo-
delo inducido durante tres semanas con L-NAME (25mg/
kg/dia). Durante las siguientes cuatro semanas se admi-
nistraron las fracciones peptidicas, en donde>1KDa-F
redujo la presion sitélica:diastélica un 10,27:4,92%,
respectivamente; mientras que<1KDa-F disminuyo la
presion diastélica un 3,56%.<1KDa-P-P disminuy6 la
presion sistolica:diastélica un 15,98:17,12 %, respectiva-
mente.
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STUDIES IN VITRO INHIBITION OF THE
ANGIOTENSIN-CONVERTING ENZYME-],
HYPOTENSIVE AND ANTIHYPERTENSIVE

EFFECTS OF PEPTIDE FRACTIONS OF
V. UNGUICULATA

Abstract

Inhibition of angiotensin-converting enzyme I (ACE-I)
in vitro and in vivo from peptide fractions by enzymatic
hydrolysis of the Vigna unguiculata protein concentrate
was evaluated. Hydrolysis was done with Pepsin-Pan-
creatin and Flavourzima® in two separate systems. The
resulting hidrolysates were ultrafiltrated to obtain frac-
tions with different molecular weight. The fractions
with better inhibition Flavourzima® were size > 1 kDa
(> 1 kDa-F) and < 1 kDa (< 1 kDa-F), with an IC, of
1222.84 and 1098.6 pg/ml respectively. Pepsin-Pancrea-
tin fraction <1 kDa (<1 kDa-PP) showed the best activity
with an IC, of 402.23 ug/ml. Hypotensive effect was eva-
luated in a normotensive model for 4 weeks, 10 mg/kg
(weight)/orally, in Wistar rats. < 1 kDa-F decreased sys-
tolic: diastolic in 8.61: 14.09% respectively, while in the
case of <1 kDa-PP lowed diastolic pressure in 14.15%.
Antihypertensive effect was evaluated in induced model
for 3 weeks with L-NAME (25 mg/kg (weight)/day). In
the next 4 weeks peptide fractions, were administered,
noticing >1 kDa-F decreased systolic pressure and dias-
tolic 10.27: 4.92 % respectively, while <1 kDa-F decreased
diastolic pressure 3.56%. <1 kDa-PP decreased systolic:
diastolic in 15.98: 17.12%, respectively.
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Abreviaturas

HA: Hipertension arterial.

SRAA: Sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona.
A-1: Angiotensinogeno-1.

ECA-1: Enzima Convertidora de Angiotensina-1.
OPA: Ortoftaldialdehido.

HHL: Hipuril-L-Histidil-L-Leucina.

L-NAME: (N-nitro-L-arginina metil ester).

Introduccion

La elevada frecuencia de obesidad, hipoalfalipo-
proteinemia, hipertrigliceridemia y alteraciones de la
glucemia hacen sospechar una asociacion entre el sin-
drome metabdlico y sus componentes fisiopatogéni-
cos y la hipertension arterial (HA)'. La HA estd regu-
lada por el sistema renina-angiotensina-aldosterona
(SRAA), el cudl actia en forma de cascada proteoliti-
ca en el que la renina separa del angiotensinégeno al
decapéptido angiotensina-I (A-1)2. Desde el afio 1971
Ganten y cols.** realizaron la primera comprobacién
de que el SRAA se podria producir a nivel de teji-
dos y 6rganos, ademds de que podia ser regulado de
manera independiente. Aunque la hipertension puede
ser controlada por tratamientos farmacoldgicos, esto
representa un costo muy alto en los servicios de salud
a nivel mundial®. En la actualidad diversas investiga-
ciones estdn dirigidas al estudio de las proteinas de
los alimentos y sus productos, es decir al rompimien-
to de los enlaces peptidicos generando moléculas de
menor tamafo, la generacion de estos péptidos se
realiza a través de fermentaciones ldcticas, con mé-
todos de hidrdlisis quimica o a través de la hidrdlisis
enzimdtica®. Los péptidos con efecto antihipertensivo
han sido de los mds estudiados ya sea que se obtengan
de alimentos o de fuentes exdgenas, estos péptidos
han demostrado tener efecto en prevenir y tratar la
hipertension, principalmente al inhibir a la enzima
convertidora de angiotensina-1 (ECA-1)". La inhibi-
cion de la ECA-1 en estos sistemas estd relacionada
con la dilatacién de la pared arterial o vasodilatacion

lo que implica la disminucién de la presion arterial,
sin embargo atin no estd completamente definido cudl
es el principal mecanismo in vivo o si existen otros
mecanismos involucrados en el control de este pro-
ceso®. Dada la relevancia del problema de salud que
implica este padecimiento en este trabajo se evalud
el efecto in vitro e in vivo sobre la enzima ECA-1,
de péptidos provenientes de hidrolizados proteinicos
de Vigna unguiculata. Se han obtenido aislados pro-
teicos de esta leguminosa con contenidos de proteina
similares al de la proteina de soya, (91,4% a 91,8%
comparado con 93,0 a 93,5%) y también con un per-
fil de aminodcidos muy semejante, lo cual hace que
presente caracteristicas interesantes como cultivo’, se
ha reportado su composicién proteica encontrandose
que mds del 50% de las proteinas que contiene son
globulinas, lo que le confiere un buen valor nutricio-
nal, ademds de que se ha reportado como una buena
fuente de magnesio, calcio, potasio y fosforo y vita-
minas del grupo B'°. Finalmente se ha evaluado la
capacidad funcional de sus aislados proteicos encon-
trandose que incluye solubilidad, capacidad emulsifi-
cante y espumante'!.

Materiales y métodos
Materiales

Se utilizaron granos de frijol caupi (Vigna unguicu-
lata) adquiridos de campos de cultivo del estado de
Yucatdn, que fueron quebrados y descascarados para
después ser molidos en un equipo de impacto, Mikrds
(Industrial Machinery, Monterrey, México), hasta ha-
rina tamafio de malla 60 (0,24 mm), la harina se peso
en lotes de 1 kg y se almacend a temperatura ambiente.
Las enzimas pepsina® de origen porcino (9001-75-6) y
pancreatina® de origen porcino (8049-47-6), Flavour-
zima® (9014-01-1) de Aspergillus oryzae y los reac-
tivos analiticos ortoftaldialdehido (OPA) (643-79-8),
Hipuril-L-Histidil-L-Leucina (HHL) (207386-83-2),
ECA-I de 2U (9015-82-1), y captopril (62571-86-2)
provinieron de Sigma-Aldrich. El alimento balancea-
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do para ratas Harlan Teklad Global Diets® se obtuvo
de Harlan Laboratories. Se usaron 30 ratas macho de
la raza Wistar de 30 dias de edad y peso corporal de
325+50 g (Bioterio del Centro de Investigaciones Re-
gionales Dr. Hideyo Noguchi). Se utilizé un electro
esfingomandmetro para ratas modelo Kent Scientific
CODA Standar no-invasivo para presion, adquirido de
Cientifica Senna.

Obtencion del concentrado proteico

Se realiz6 la obtencién de un precipitado proteico
siguiendo el método reportado por Torruco-Uco'%
posteriormente la fraccidn proteica fue centrifugada a
1,317 x g por 12 min para recuperar el precipitado,
que fue secado por liofilizacion y almacenado a -4°C
hasta su uso.

Hidrdlisis enzimdtica

Para la obtencion del hidrolizado de proteinas se
utilizé el método reportado por Li"* con modificacio-
nes, aplicando una hidrélisis enzimdtica por 90 min.
Se usaron suspensiones del concentrado de proteinas
al 4% en dos procesos diferentes, una hidrdlisis se-

cuencial con Pepsina Pancreatina (Sigma Lab.), 45min
con pepsina-45min con pancreatina a una temperatura
de 37°C ajustando el pH a 2 para pepsina (con HCI
0,IN) y a 7,5 (con NaOH 0,IN) para pancreatina. El
otro proceso de hidrdlisis se realizé con una prepara-
cién de Flavourzyme® 500MG, a una temperatura de
50°C, ajustando el pH a 7 con NaOH 0,1. Ambas hi-
drélisis fueron detenidas inactivando la proteasa por
calentamiento a 85°C por 20 min. Los hidrolizados se
centrifugaron a 12000 x g durante 45 min a 4°C y los
sobrenadantes se congelaron para su andlisis y separa-
cion posterior por ultrafiltracion.

Separacion de fracciones peptidicas por
Ultrafiltracion

La obtencion de fracciones peptidicas por ultrafil-
tracion (UF) se realizé con el método reportado por
Cho et al." Las fracciones solubles de los hidrolizados
de proteinas se fraccionaron a través de membranas de
ultrafiltracion de diferentes cortes moleculares: 1 kDa,
3 kDa, 5 kDay 10 kDa. Se utiliz6 una unidad de ultra-
filtracion Model 2000, (Millipore, Inc., Marlborough,
MA, USA.). Las fracciones peptidicas se almacenaron
en alicuotas de 250 mL en congelacion a -4°C, para su
posterior liofilizacion.
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Evaluacion in vitro de la actividad inhibitoria de
fracciones peptidicas sobre la ECA.

La evaluacion in vitro de las fracciones peptidicas,
sobre la inhibicidn de la enzima convertidora de angio-
tensina (ECA) se realizé utilizando el método modifica-
do de Cian'’ basado en la reaccién colorimétrica del dci-
do hiptrico con TT (2, 4,6-tricloro-s-triazina). Se utilizé
una solucion de ECA-1 (100mU/mL), el sustrato HHL
se usé en una concentracion de 0,3%(p/v), en buffer de
fosfatos 0,1M pH 8,3 y una solucién de NaCl 5M, las
muestras a analizar se usaron a una concentracion de
Img/mL. Una vez finalizado el tiempo del ensayo, la re-
accion fue detenida con TT en dioxano 30 mg/mL pos-
teriormente las muestras se centrifugaron a 10000 x g
durante 10 min y se leyo su absorbancia a 382 nm. La
actividad de inhibicion de la ECA se expresé como %
inhibicién de la ECA y se calcula como sigue:

Inhibicién de ECA (%) =
=100 - {(MSE — ME) (ES - S) x 100}

Donde MSE es densidad optica de la ECA con
muestra y sustrato, ME es la densidad dptica de ECA
con la muestra, ES es la densidad éptica de la ECA con
el sustrato y S es la densidad dptica del sustrato sin
muestra y sin ECA. La IC_ se determind para las frac-
ciones peptidicas que presentaron mayor % de inhibi-
cion mediante una regresion lineal de la concentracion
de péptido contra el porcentaje de inhibicion.

Evaluacion in vivo de la actividad hipotensora y
antihipertensiva de fracciones peptidicas

El efecto hipotensor de las fracciones peptidicas
seleccionada, se evalud en ratas Wistar normotensas
(n=6 por tratamiento) y el efecto antihipertensivo se
evalud en ratas Wistar (n=6 por tratamiento) con hi-
pertension inducida mediante la administracion oral
cronica del inhibidor de la 6xido nitrico sintasa (N-ni-
tro-L-arginina metil ester), L-NAME (25 mg/kg/dia,
via oral) segin el método de Pechanova'® con modi-
ficaciones.

Los animales fueron dispuestos de manera indivi-
dual en jaulas de pldstico con rejillas de acero inoxi-
dable, en condiciones de ciclo luz/oscuridad natural,
con temperatura constante a 25 °C y agua ad libitum
durante todo el experimento.

Los animales se pesaron semanalmente para de-
terminar la dosis correspondiente a la concentracion
empleada (10 mg/kg peso) tanto de las fracciones pep-
tidicas como del farmaco de control Captopril y como
control negativo se uso el vehiculo de las disoluciones,
agua destilada'. La dosificacién de todos estos trata-
mientos se realizo diariamente por via oral con una
cdnula directa al estémago en un volumen de 500 pl.
Los procedimientos experimentales fueron aprobados
por el Comité para el Cuidado y Uso de Animales de
Laboratorio (CCUAL-Facultad de Medicina-Universi-

dad Auténoma de Estado de Morelos) y se realizaron
de acuerdo a la Norma Oficial Mexicana (NOM-062-
Z00-1999), “Especificaciones Técnicas para el Cui-
dado y Uso de Animales de Laboratorio”'® asi como
todas las regulaciones Federales e institucionales. Es-
tos modelos experimentales se mantuvieron con una
temperatura de 25 a 26 °C, una humedad relativa de
40 a 50% y un ciclo de luz y oscuridad de 12 h du-
rante todo el periodo de duracién del estudio. Todos
los animales de experimentacion se acondicionaron
previamente al ambiente de laboratorio durante una
semana donde recibieron su alimento y agua ad libi-
tum. La presion arterial se midié utilizando un equipo
CODA no invasivo con la técnica del manguito en la
cola, los cambios en la presidn sanguinea se calcularon
como la diferencia entre la media de las mediciones
obtenidas antes y después de la administracion del tra-
tamiento. Los resultados se expresaron como la media
de los cambios de la presion sanguinea en mmHG de
las mediciones de las ratas.

Diserio experimental y Andlisis estadistico

Todos los resultados se procesaron mediante esta-
distica descriptiva utilizando medidas de tendencia
central (media) y dispersidn (desviacidn estdndar). Los
datos obtenidos de bioactividad in vitro e in vivo se
evaluaron mediante ANOVA multifactorial. Se aplicé
un disefio de bloques aleatorios en cuanto al tiempo
para las evaluaciones del efecto inhibidor in vitro de
ECA-I, del efecto hipotensor y del efecto antihiperten-
sivo in vivo. Las diferencias estadisticas se compararon
a través de la comparacion de medias por el método de
diferencia minima significativa de Fisher (LSD). Estos
andlisis se realizaron utilizando el paquete estadistico
Statgraphics Centurion y de acuerdo a los métodos se-
flalados por Montgomery (2007)".

Resultados y discusion
Inhibicion de la ECA

Se obtuvieron valores de 79,57% de inhibicién para
la fraccion< 1KDa, y de 77,78% para la fraccién> 1
KDa, obtenidas de la hidrélisis con Flavourzima®, am-
bas fracciones a una concentracién de 1000 pg/mL.
El efecto de la inhibicién fue estadisticamente depen-
diente del tamario de la fraccion (P<0,05), ya que con-
forme disminuy6 el tamafio molecular de las fraccio-
nes se incremento el efecto de inhibicién de la ECA-I

Para las fracciones obtenidas por hidrdlisis secuen-
cial con Pepsina-Pancreatina, se observé un efecto de
inhibicion en el hidrolizado de un 31,22%, al disminuir
el tamafio de la fraccién obtenida por ultrafiltracidn,
se incrementd el efecto de la inhibicién (P<0,05), pa-
sando de un 22,5% para la fraccion>10KDa, hasta
un 62,5% para la fraccion < 1KDa. Este resultado fue
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Tabla I
ANOVA para efecto hipotensor sobre la presion sistolica

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razon-F Valor-P

Efectos principales

A:tiempo 5821.81 3 1940.6 5.36 0.0012
B:tratamiento 19522.2 4 4880.54 13.48 0.0000
Residuos 294973. 815 361.929
Total (corregido) 320434. 822
Tabla IT

ANOVA para efecto hipotensor sobre la presion diastdlica

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razon-F Valor-P

Efectos principales

A:tiempo 12511.4 3 4170.45 14.85 0.0000

B:tratamiento 15179.7 4 3794.92 13.51 0.0000
Residuos 228907. 815 280.868
Total (corregido) 256213. 822

Tabla III
ANOVA para el efecto antihipertensivo sobre la presion sistolica

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
Efectos principales

A:tiempo 20872.4 3 6957.47 16.05 0.0000

B:tratamiento 18628.2 4 4657.04 10.74 0.0000
Residuos 366330. 845 433.527
Total (corregido) 406757. 852

Tabla IV
ANOVA para el efecto antihipertensivo sobre la presion diastolica

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
Efectos principales

A:tiempo 8359.88 3 2786.63 10.85 0.0000

B:tratamiento 14519.9 4 3629.98 14.14 0.0000
Residuos 216968. 845 256.766
Total (corregido) 238838. 852
semejante al obtenido con albuminas provenientes de fraccion obtenida por ultrafiltracién en membrana de
amaranto (Amaranthus hypochondriacus), donde las 3KDa con un IC, de 0,67 mg/mL*".

fracciones peptidicas con menor tamafio molecular
presentaron modestas pero relativamente mayores va-

lores de inhibicion que las de mayor tamafio, con un IC,, de la Enzima Convertidora de Angiotensina

IC,, de 0,35 mg/mL* de manera similar los péptidos

obtenidos de Acetes chinensis con pesos moleculares Se determind el valor de IC, para fracciones selec-
entre 611 y 240 Da y que representaron un 63,6% de la cionadas de los hidrolizados obtenidos con Flavourzi-
Estudios de inhibicién in vitro de la Nutr Hosp. 2015;32(5):2117-2125 2121
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ma®y con Pepsina-Pancreatina, tomando como criterio
de seleccion que estas fracciones presentaron el mayor
porcentaje de inhibicion de la ECA-1 de cada sistema
de hidrdlisis. Bl IC,, para la fraccion < 1KDa obtenida
por hidrélisis con Flavourzima® fue de 1098,60 pg/ml,
la fraccién < 1KDa obtenida por hidrdlisis secuencial
con Pepsina-Pancreatina tuvo un IC, de 402,23 pg/ml
(P<0,05). Igualmente se determind un IC,  de 1222,84
pg/ml para la fraccion>1 KDa obtenida por hidrdlisis
con Flavourzima®.

Los valores de IC_ registrados para las fracciones
seleccionadas, < 1KDa y>1 KDa obtenidas por hidré-
lisis con Flavourzima® y < 1KDa obtenida por hidré-
lisis con Pepsina-Pancreatina son comparables con lo
reportado por Rho et. al*> quienes han encontrado va-
lores en este rango en fracciones obtenidas de extracto
fermentado de soya, donde la fraccion>3 KDa pre-
sentd efecto inhibidor con un IC,, de 1,12 mg/mL. De
igual forma en el andlisis de una preparacion de chi-
charos in vitro el IC, de los péptidos fue de 0,72mg/
mL, usando como un control el farmaco enalapril con
un IC, de 7,46 mg/mL. En otro trabajo Akilliog “lu
y Karakaya, reportaron valores de IC, para frijol co-
mun de 0,77 mg/mL y de 0,26 mg/mL para lentejas
verdes?.

Con base en estos datos, se puede sefialar que los va-
lores de IC, de los péptidos inhibidores obtenidos de
diversas fuentes cubren rangos variables, por ejemplo
en otro estudio, realizado con pepino de mar (Acau-
dina molpadioidea) hidrolizado de manera secuencial
con Bromelina-Alcalasa y separado por ultrafiltracion
en fracciones>2KDa y<2KDa, estas fracciones pre-
sentaron un IC, de 1,975 mg/mL y 0,615 mg/mL res-
pectivamente®. En estos y otros estudios de manera
similar a los resultados obtenidos con las fracciones
analizadas, se observo que la disminucion del tamafio
de la fraccidn peptidica estaba directamente relaciona-
da con el incremento de su actividad inhibitoria®.

Evaluacion in vivo de la actividad hipotensora

Los valores obtenidos con cada tratamiento durante
las 4 semanas del experimento sefialan que las frac-
ciones peptidicas < 1 KDa obtenidas con Flavourzima®
disminuyeron la presién sistdlica en un 8,61% y la
diastdlica en un 14,09%, mientras que el fairmaco de
control Captopril disminuyd la presion sistdlica en un
8,84% y la diastdlica en un 11,14% (Fig. 4 a, by d).

La fraccién>1KDa obtenida con Flavourzima® no
presentd una disminucién de la presién arterial signi-
ficativa (P<0,05), mientras que las fracciones < 1KDa
obtenidas con Pepsina-Pancreatina disminuyeron la
presion diastolica en un 14,15%. Las diferencias en la
presién que se observaron al final de las 4 semanas de
tratamiento fueron significativas (P<0,05) segtin los
ANOVAs, y como resultado de la prueba de multiples
rangos (LSD P<0,05), se observé que tanto para la
presidn sistélica como para la presion diastdlica, los
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Fig. 4.—Evaluacion del efecto hipotensor de distintas fraccio-
nes peptidicas, (a) Captopril. (b) Flavourzima® <I1KDa, (c)
Flavourzima®> 1KDa, (d) Pepsina - Pancreatina<1 KDa, en
ratas Wistar normotensas. “***BLetras diferentes sobre las ba-
rras indican diferencias significativas. Los datos son la media
de tres réplicas.

valores son estadisticamente diferentes en la 4 semana
de tratamiento (Tablas I y II).

El hecho de que no se observo un efecto hipotensor
significativo con la dosificacién de algunas de estas
fracciones in vivo, fue similar a los resultados obteni-
dos con la aplicacién de fracciones obtenidas en otros
estudios in vivo, Li et. al***"?® han descubierto que los
péptidos con efecto inhibitorio in vitro no siempre tie-
nen efecto antihipertensivo in vivo. Los péptidos con
alta actividad inhibitoria no siempre se traducen en un
descenso de la presion arterial. Se conoce ademds que
la secuencia de aminodcidos y el largo de la cadena
peptidica inhibitoria afectan las propiedades del pép-
tido. El mismo efecto ha sido reportado por Fritz?
un estudio realizado con hidrolizados obtenidos con
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Fig. 6.—Evaluacion del efecto antihipertensivo de distintas
fracciones peptidicas (a) Captopril (b) Flavourzima® <I1KDa
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Alcalasa y provenientes de Amaranthus mantega-
zzianus, en los que a dosis de 2,4 g/kg de peso, no se
observaron efectos hipotensores en ratas normotensas
e incluso ningtin efecto en ratas espontdneamente hi-
pertensas.

Estos resultados son similares a los que presenta
Wu¥, en un estudio realizado con péptidos obtenidos
a partir de hidrolizados de frijol soya, en el que no se
encontré un descenso significativo de la presion arte-
rial en ratas normotensas, aun cuando se les alimento
con una dosis de 1 g/kg de peso. Es interesante hacer
notar que la ausencia de un efecto hipotensor sugiere
que algunos de los péptidos provenientes de Vigna un-
guiculata no presentan un efecto adverso en la presion
arterial de ratas normotensas.

Determinacion del efecto antihipertensivo

Durante el procedimiento de induccién a la hi-
pertension que se realizé aplicando L-NAME en las
condiciones definidas, se observo una elevacion de la
presién en todos los grupos experimentales después
de 3 semanas de induccién. El porcentaje de eleva-
cion de la presion arterial sistélica en promedio fue
del 17,64% mientras que la presién diastdlica se elevd
enun 16,21%.

Cuando se realizé la aplicacion de los tratamientos
con las fracciones seleccionadas, se observo una re-
duccidn de la presion sistdlica que fue distinta en cada
grupo experimental. Con la fraccion>1 KDa obteni-
da por hidrélisis con Flavourzima®, la reduccién de la
presion arterial sistdlica fue de 10,27% mientras que
la de la presion diastdlica fue de 4,92%, en ambos ca-
sos esta reduccién fue superior a la que se obtuvo con
Captopril que fue del 3,74% para la presion sistélica
y de 2,79% para la presion diastdlica. Con las frac-
cién< 1 KDa obtenida por hidrélisis con Flavourzima®
la disminucién de la presion diastélica fue de 3,56%,
mayor que la encontrada con Captopril, en tanto que
la fraccion < 1KDa obtenida con Pepsina-Pancreatina,
disminuyd la presidn sistélica en un 15,98% y la pre-
sién diastdlica en un 17,12%, siendo este valor el ma-
yor descenso registrado en este experimento (Fig. 6).

El Andlisis de varianza indicé que existe efecto de
la fraccion administrada y del tiempo sobre la presion
sistdlica y diastélica. También se encontré una dife-
rencia significativa (P<0,05) entre las medias de los
tratamientos aplicados. El andlisis de multiples rangos
(LSD con P<0,05) senala que hay diferencias signifi-
cativas entre los valores obtenidos para la presion sisto-
lica durante el tiempo del tratamiento (Tablas Il y IV).

La elevacion de la presion arterial por induccién con
L-NAME ha sido ampliamente reportada en la literatu-
ra cientifica, por ejemplo, en un experimento realizado
por Paulis et al’' con ratas inducidas a hipertensién
durante 5 semanas con L-NAME, en el que después de
un tratamiento de 3 semanas se presenté una reduccion
del didmetro arterial en la arteria femoral, asi como la
aparicion de hipertension, una reduccién del NO indu-
cido por la acetilcolina asi como por la disminucién de
la actividad de la NO sintetasa y atin mds, se observo
un incremento en la expresion de la ciclooxigenasa-2
en las aortas de las ratas tratadas con L-NAME, y del
EDCEF (endotelium-derived constricting factor).

Benter ef al.*? igualmente realizaron la induccién a
la hipertension via oral (80mg/1) por 4 semanas en ratas
naturalmente hipertensas, la elevacion de la presion ar-
terial fue de 269 mmHg contra 196 mmHg de las ratas
inducidas contra las ratas naturalmente hipertensas. De
manera similar se puede observar que el tratamiento
con L-NAME de 3 semanas de induccién empleado en
este experimento, dio resultados positivos en cuanto al
incremento estable de la presion arterial. Aun cuando
la induccién se realizé en menor tiempo se puede con-
siderar que present6 un efecto positivo, como ocurrié
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en el trabajo de Biancardi et al. (2007)* en el que se
realizé la induccién a la hipertensién en ratas normo-
tensas, con resultados en periodos de 2 a 7 dfas.

Los tratamientos aplicados a las ratas inducidas a hi-
pertension mostraron un efecto antihipertensivo que se
observo que estd en relacion al tiempo del tratamiento
y al tamafio de fraccion empleada. De manera que las
fracciones de menor tamafio respondieron con mayor
eficacia para disminuir la presion arterial, esto coinci-
de con los resultados obtenidos por Kodera y Noriki
(2007)* que evaluaron péptidos procedentes de hidro-
lizados de soya, y encontraron que los de menor peso
molecular presentaban mayor efecto inhibitorio de la
ECA-1, al igual que Aluko ef al.*® que al evaluar hi-
drolizados de chicharos obtuvo péptidos con tamafios
moleculares < 1000Da con efecto inhibidor, resultados
similares se han reportados por otros autores (Gar-
cia-Tejedor et al., 2015%; Chen ef al., 2013%7)

En otro aspecto a considerar la respuesta antihiper-
tensiva se ha visto relacionada con la dosis aplicada en
el experimento, asi en un trabajo realizado por Sato et
al." en el que se aislaron 7 clases de péptidos inhibi-
dores de la enzima convertidora de la angiotensina-I
(ECA-I) a partir de los hidrolizados de wakame (Un-
daria pinnatifida) y se encontro efecto antihipertensi-
vo en cuatro de estos, usando una dosis de 1mg/kg de
peso de las ratas. Aunque no determinaron la relacion
dosis-respuesta, se observo un efecto antihipertensivo
en los grupos cuando se aplicaron dosis que iban desde
0,1 hasta 10 mg/kg de peso en ratas espontdneamente
hipertensas. Esta concentracién mdxima evaluada fue
similar a la utilizada en este trabajo, para dosificar las
fracciones peptidicas a evaluar, presentd un efecto an-
tihipertensivo mayor que el fdrmaco de control, el cual
fue usado en esta misma concentracion.

Conclusiones

De acuerdo con los resultados obtenidos se conclu-
ye que las fracciones < 1Kda obtenidas con Flavourzi-
ma® y con Pepsina-Pancreatina, durante las evaluacio-
nes in vitro presentaron porcentajes de inhibicion hasta
del 79% y del 62% respectivamente. En las pruebas in
vivo se observaron efectos hipotensores similares a los
que se pueden obtener con Captopril y especificamen-
te en el caso de la presion sistlica en el experimento
antihipertensivo, en el que la fraccién < 1KDa obtenida
con Pepsina-Pancreatina presenté una disminucién de
la presion arterial sistélica y diastdlica mayor que el
fdrmaco de control.
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