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1. Resumen

Los estudios demuestran que las proteinas de los alimentos pueden ser
reservorio natural de elementos con actividad bioldgica llamados «criptidos»,
secuencias cortas de aminoécidos qué permanecen ocultas e inactivas en las proteinas
hasta que son liberadas con la digestion de los alimentos y se vuelven fragmentos
biol6gicamente activos. Una vez absorbidos realizan diferentes funciones en el
organismo incluyendo bioactividades como la antihipertensiva, antioxidante,
antimicrobiana, opioide, antitrombdtica, hipocolesterolémica, hipoglucemiante, de union
a minerales, entre otras. Su interés esta entonces relacionado con los beneficios para
la salud humanay posibles aplicaciones en campo terapéutico, en alimentos funcionales

o en la conservacion de alimentos.

El objetivo de esta revision es explorar el estado actual de conocimientos sobre
criptidos de los alimentos en la literatura del ultimo decenio con énfasis en su

distribucion, funcion, tipos de estudio y la relacion estructura-actividad.

De acuerdo con esta revision los resultados indican que los criptidos son bastantes
ubiquitarios con presencia en matrices alimentarias tanto vegetales como animales.
Entre los alimentos, la leche resulta ser especialmente rica de criptidos con diferentes
actividades sobre todo del tipo antihipertensivo. Limitadamente a esta revision, los
estudios in vitro son la estrategia de estudio mas empleada para determinar su
efectividad, siendo escasos los estudios in vivo e in silico y ausentes los estudios

clinicos.

La abundancia de los cripticos en las matrices alimentarias y el increible numero de
bioactividades, mas alla de las especificas funcionalidades, deja abierto por aclarar o
especular sobre la importante cuestion biol6gica que estd debajo de esta estrategia de

la naturaleza.

Palabras clave: criptidos; péptidos encriptados; péptidos bioactivos; alimentos; salud.
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2. Abstract

Studies show that food proteins can be a natural reservoir of elements with
biological activity called «cryptides», short sequences of amino acids that remain hidden
and inactive in proteins until they are released with digestion and become biologically
active fragments. Once absorbed, they perform different functions in the body including
bioactivities such as antihypertensive, antioxidant, antimicrobial, opioid, antithrombotic,
hypocholesterolemic, hypoglycemic, binding to minerals, among others.

The interest in its study is due to the benefits for human health and possible
applications in the therapeutic field, in functional foods or in food preservation. The
objective of this review is to explore the current state of knowledge on food cryptides in
the literature of the last decade. To know their distribution, functions, study models used
in the investigations and information about the structure-activity relationship.

According to this review, the results show that cryptides are quite ubiquitous
elements with a surprising presence in different food matrices, both plant and animal
origin. Among foods, milk turns out to be a particularly rich source of cryptides with
different activities, especially of the antihypertensive type. Limited to this review, in vitro
studies are the most used strategy to determine the functionality of cryptides, in vivo and

in silico studies are scarce and clinical studies absent.

The abundance of cryptides in food matrices and the incredible number of
bioactivities found, beyond the specific functionalities, leaves open to clarify or speculate
on the important biological question underlying this strategy of nature.

Keywords: cryptides; encrypted peptides: bioactive peptides; food; health.
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3. Introduccion

Los estudios epidemiolégicos demuestran que hay una relacion estrecha entre la
dieta, los habitos alimentarios, el estilo de vida y la incidencia de enfermedades. Una
dieta sana, variada y equilibrada suministra al organismo los nutrientes necesarios para
las necesidades basicas, previene de algunas enfermedades y contribuye a mantener
un buen estado de salud fisico y mental [WHO, 2017, 2018, 2021].

A este respecto, se deben tener en cuenta y conocer que alimentos mejoran
nuestra salud, proporcionan bienestar y reducen el riesgo de padecer estas
enfermedades. De forma general se considera que los alimentos compuestos, sean
naturales o procesados, proporcionan al organismo dos categorias de nutrientes:
macronutrientes (hidratos de carbono, proteinas, grasas y agua) necesarios en
cantidades mayores y micronutrientes necesarios en cantidades pequefias como
minerales (calcio, fosforo, sodio, potasio, etc.), trazas de minerales (yodo, zinc, hierro,
fldor etc.) y vitaminas (vit.D, vit. C, vit. A, etc). La variabilidad de los alimentos viene
dada por las diferentes proporciones entre los macronutrientes, sobre todo en el
contenido de carbohidratos, proteinas y grasas, la cantidad de agua y el de los
micronutrientes. Esto hace que el perfil nutricional de cada alimento sea diferente
[UNED, 2021].

Para el mantenimiento de un buen estado de salud y para prevenir enfermedades
en muy importante que haya una dieta sana, variada contando con todos los grupos de
alimentos necesarios sin excesos o privaciones de algunos de ellos. También que la
aportacion calorica en términos de hidratos de carbono, proteinas y lipidos de los
alimentos sea equilibrada y con ingestas a la medida del gasto energético [WHO, 2018].

Las proteinas son elementos fundamentales de cada organismo y actian como
elementos estructurales y funcionales [O'Connor, 2010]. A nivel molecular, muchas de
las caracteristicas nutritivas, organolépticas y reoldgicas de los alimentos son
reconducibles a caracteristicas propias de las proteinas que los componen [Martins,
2018]. Sobre los alimentos de origen animal (carne, pescado, huevos y lacteos) son
alimentos en los que predominan las proteinas. No obstante, también existen alimentos
de origen vegetal ricos en proteinas (legumbres como la soja, cacahuetes, judias,
algunos cereales). Conocer la diversidad y el patron de proteinas que componen un

alimento, el proteoma, en un momento determinado, nos permite estudiar y cuestionar


https://www.frontiersin.org/people/u/560352

sobre su funcionalidad. A veces las propiedades de los componentes de un alimento,
especialmente de las proteinas, pueden verse alteradas por los tratamientos que recibe
el alimento. Se sabe que el procesado, especialmente procesados térmicos, puede

modificar el proteoma e interferir en su funcionalidad [Serra, 2019].

El proceso digestivo se encarga de descomponer los macronutrientes, proteinas,
grasas, carbohidratos en elementos mas pequefios asimilables por el intestino. Las
proteinas alimentarias son la fuente principal de aminoacidos para la construccion de
nuevas proteinas. Son sujetas a procesos de hidrolisis quimica en el estbmago y a la
accién proteolitica de las enzimas gastrointestinales que producen fragmentos
pequefos, péptidos, e incluso aminodcidos simples, que pueden pasar de la luz
intestinal hacia el interior de la célula intestinal por medio de sistemas de transportes
especificos [Minner, 2014]. Los productos absorbidos pueden llegar con el sistema de
la vena porta al higado y a nivel sistémico [Ten Have, 2007].

Desde un punto de vista bioquimico, a las moléculas formadas por aminoacidos
unidos con enlace covalente (enlace peptidico) entre el carboxilo (-COOH) de un
aminodcido y el grupo amino (-NH2) de otro aminoacido, se les conoce como proteinas
y péptidos. Se diferencian por el nimero de aminoacidos que componen su secuencia

basada en la combinacion y proporcion de veinte aminoécidos diferentes (Figura 1).
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Figura 1. Conjunto de los 20 aminoacidos presentes en proteinas y péptidos. Se definen como No Esenciales

(en verde) los que son sintetizados por el organismo, el resto son Esenciales en cuanto provienen de la dieta.

Fuente: https://international.neb.com/tools-and-resources/usage-guidelines/amino-acid-structures
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Las proteinas son estructuras grandes, con mas de 50 aminoéacidos, pueden
presentar uno o mas polipéptidos y llegar a organizarse en estructuras complejas o
gigantescas, como en el caso de la titina, una proteina de los tejidos musculares con un
peso molecular de que ronda los 3 MDa* (2.993 kDa) y 26.926 residuos aminoacidicos
[Giganti, 2018, Maruyama, 1997]. En cambio, los péptidos son estructuras mas pequefas,

de bajo peso molecular (10-12kDa maximo) y con un numero de 2 a 50 aminoacidos.

Este tipo de biomoléculas ejercen funciones muy diversas en el organismo que
estan ligadas al tipo de aminoacidos que componen su estructura primaria, tipo de
interacciones moleculares entre aminoacidos, tipo de plegamiento (folding) de la cadena
aminoacidica y a maodificaciones postraduccionales que, en el conjunto acaban
determinando su estructura final y funcion. Algunas proteinas tienen caracter estructural
como las que componen el cartilago, la piel, el pelo, ufias o las proteinas
musculoesqueléticas de los vertebrados; otras tienen caracter funcional y llevan a cabo
reacciones enzimaticas (enzimas), transportan otras moléculas o iones (globinas),
desencadenan reacciones biologicas (anticuerpos), transmiten sefiales, regulan la

sefales (receptores) o sirven como proteinas de reserva [Alberts, 2004].

Por otro lado, aunque de menor tamafo, los péptidos también pueden
desempenfar funciones fundamentales en los procesos fisiolégicos. Algunos de estos
péptidos ejercen actividad mensajera como las hormonas (ejemplo bien conocido de ello
son: la vasopresina, oxitocina, somatostatina, glucagon, insulina etc otros actian como
agentes de regulacién de la presién (sistema renina-angiotensina actuando como
vasoconstrictores o vasodilatadores); como neurotransmisores en el sistema nervioso
(endorfinas, encefalinas); como antibiéticos para citar algunos. Esta bien documentada
la existencia de péptidos bioactivos presentes en muchas especies de la naturaleza y
de su importancia en el campo de la neurociencia, la inmunologia, la farmacologia y la
biologia celular tal y como reporta el Manual de Péptidos Biolégicamente Activos [ABBA,
2013].

No obstante, existen otro tipo de péptidos bioactivos que corresponden a
fragmentos de proteinas liberados tras protedlisis de una proteina precursora [Autelitano,
2006; Kitts, 3003; Katrin, 2017]. Inicialmente su secuencia se encuentra oculta en el interior

de la secuencia de una proteinay los péptidos permanecen inactivos hasta su liberacion.

Estos péptidos con actividad escondida y funcién diferente a la de la proteina
madre, se han definido como criptidos (cryptides) [Mukai, 2008], y su estudio viene

definido como criptoma [Mukai,2006; Pimenta, 2007; Ueki, 2007]. Los péptidos cripticos se

* 1 Mega Dalton (Mda) = 1000 KiloDalton [KDa] | =1 000 000 Dalton [Da]



convierten en especies biologicamente activas tras la protedlisis de las proteinas
funcionales que los contiene (Figura 2), y generalmente muestran una actividad
diferente, o algo relacionada a la de su progenitor [lavarone, 2018]. La presencia de este
tipo de péptidos, frecuentemente indicados como Biopéptidos (BP) o Péptidos
Bioactivos Ocultos o BP Encriptados, es bastante ubiquitaria, ya que estan presenten
practicamente en todos los proteébmas de los seres vivos. En el ser humano, por
ejemplo, se han identificado también biopéptidos endb6genos encriptados liberados de
sus proteinas precursoras por hidrolisis enzimética que actiGan como mensajeros e
interactlan regulando las comunicaciones intra o extracelular [Ricard-Blum2016, Ferro,
2014]. Ejemplos bien conocidos son los péptidos derivados de la escision de proteinas
mitocondriales, mitocriptidos, o los fragmentos de matricriptinas de la matriz
extracelular, los criptidos de la hemoglobina, de citocromos, apolipoproteina, lamininas,
colageno, albumina sérica, inmunoglobulinas y proteinas salivales. Todos estos
péptidos poseen actividades biolégicas distintas a la de la proteina madre [Pimenta 2007;
Ueki, 2007; Saitoh, 2017, Ricard-Blum, 2016].
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Figura 2: Péptidos bioactivos liberados de la proteina Apolipoproteina humana. El “criptoma” es la parte del “proteoma”
que contiene proteinas con la capacidad de generar péptidos bioactivos (criptidos) y proteinas (cripteinas) tras escision
proteolitica (Gaglione, 2020).

No obstante, los criptidos no solo son endégenos del propio proteoma, ya que

estos pueden originarse de proteinas provenientes de la dieta [Hartmann, 2007;
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Chakrabarti, 2018]. El cuerpo humano ingiere una gran diversidad de proteinas de
multiples organismos con la dieta, generalmente, tanto vegetales como animales.
Dichas proteinas exdgenas son digeridas durante la digestion de los alimentos y algunas
de ellas pueden generar péptidos cripticos durante el proceso de protedlisis. El caso de
los criptidos de los alimentos se trata generalmente de péptidos funcionales con
secuencias cortas de (2-20 aminoacidos) y peso molecular inferior a unos 3000 Da
[Rodriguez, 2012; Herrera 2019].

En los ultimos afios se han descrito péptidos encriptados de caracter exégeno
provenientes de alimentos comunes como lacteos, vegetales, fuentes animales y de
origen marino que muestran actividad de tipo antiinflamatorio, antioxidantes,
antimicrobiano, antihipertensivos, opioides, hipocolesterolemiante. hipoglucemiante,
anticancerigeno, antitrombdticos e inmunomoduladores entre otras [Sanchez, 2017;
Chatterjee, 2018]. Por sus beneficios para la salud en la actualidad también se estudian
los aislados e hidrolizados de proteinas alimentarias para su aplicacion en productos

alimenticios y farmacéuticos [Beltran, 2016; Manzoor, 2022].

El objetivo general de este trabajo es explorar el estado actual de conocimientos
sobre los criptidos escondidos en alimentos, liberados de sus proteinas durante la
digestion y que demuestran actividades beneficiosas para la salud, a través de la
realizacién de una budsqueda de bibliografia.
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4. Objetivos

4.1 Objetivos generales

El objetivo general de este trabajo es explorar el estado actual de conocimientos
sobre los péptidos cripticos bioactivos escondidos en alimentos, liberados de sus
proteinas durante la digestion y que demuestran actividades beneficiosas para la salud

a través de la realizacion de una busqueda de bibliografia.

4.2  Objetivos especificos

. Revisar la literatura cientifica de los ultimos 10 afios para conocer los
criptidos que se han descubierto.

° Identificar la distribucién de este tipo de péptidos en la naturaleza (vegetal,
animal, u otros organismos) con especial énfasis a las fuentes alimentarias.

e  Comprender el mecanismo de accién o el papel de la digestion sobre la
biodisponibilidad de péptidos encriptados.

° Conocer las evidencias que demuestran su efecto local, en vivo en el tracto
gastrointestinal y sobre la flora microbiana, asi como a nivel sistémico.

e Listar ejemplos de la actividad de los criptidos en relacion con la actividad
de su proteina precursora.

e  Conocer eventuales hipétesis sobre el posible significado bioldgico de estas

secuencias encriptadas dentro de estructuras proteicas: funcional o
evolutivo.
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5. Preguntas investigables

Se incluird la pregunta o preguntas investigables a las que se quiere dar

respuesta con el estudio.

A continuacién, en la siguiente tabla, se detallan las preguntas investigables

basadas en el formato PICO [Landa, 2014].

Tipo de pregunta
investigable

¢Para la hipertension o en caso
de riesgo cardiovasculares que
efectividad han demostrado los
péptidos criptidos en el control
de la presion arterial, de los
lipidos o en general de las
ECV?

¢En el caso de sobrepeso u
obesidad cual es el efecto de
estos péptidos sobre la pérdida
de peso?

iPara diabéticos, cual es el
efecto de estos péptidos en el
control glucémico?

¢Para el cancer, que efectos
beneficiosos de los péptidos
encriptados se han
demostrado?

¢ Qué otros efectos beneficiosos
o0 contraindicaciones de los
péptidos  criptidos se han
demostrado para la salud?

P
Paciente,
Poblacion o
Problema
(que problema
de salud)

Hipertensién

Enfermedades
Cardiovasculares
(ECV)

Obesidad

Diabetes

Cancer

Otra enfermedad
u otro efecto en
la salud

I C

Intervencion | Comparacion

0 exposicion | o control

(que tipo (placebo,

de estudio) tratamiento
0 ninguno)

- clinico
- in vivo
- in vitro
- in silico

- clinico
-invivo
- in vitro
- in silico

- clinico
-invivo
- in vitro
- in silico

- clinico
-invivo
- in vitro
- in silico

- clinico
-invivo
- in vitro
- in silico

(0)
Outcomes,
Resultados

(efecto
medido)

Antihipertensivo

Hipocolesterolémico

Antitrombaético

Perdida peso

Hipoglucémico

Anticancerigeno

Antimicrobiano
Antioxidante
Antiinflamatorio
Inmunomodulador
Opioide

Binding de minerales



6. Metodologia

Para llevar a cabo los objetivos planteados en este trabajo se realizé una
busqueda bibliografica a principios de noviembre de 2021 orientada a localizar los
registros mas idéneos para los objetivos planteados.

Como herramienta de busqueda se recurri6 a la base de datos de acceso publico
PubMed en inglés. La identificacion de los documentos de interés para esta revision se
realizé en 2 blsquedas introduciendo en el buscador unos términos en combinacién con

palabras claves combinadas con el conector Boléano AND.

e En el primer caso se incluyeron los términos de: “Cryptic peptides” o

“Cryptides” como se indica en la Tabla 1.

¢ En una segunda busqueda se utilizé el término “Encrypted peptides” como
se indica en la Tabla 2.

Tabla 1.
MAPA DE BUSQUEDA EN PUBMED MEDIANTE COMBINACION DE DESCRIPTORES

Términos Combinaciones

Cryptic cryptic AND peptides AND food AND bioactive

Cryptides cryptides AND peptides AND food AND bioactive

Cryptides Cryptides AND human AND food AND bioactive

Cryptides cryptides AND animal AND food AND bioactive

Cryptides cryptides AND bacteria AND food AND bioactive

Cryptides cryptides AND fungus AND food AND bioactive

Cryptides cryptides AND mould AND food AND bioactive

Cryptides cryptides AND yeast AND food AND bioactive

Cryptides cryptides AND plants AND food AND bioactive

Cryptides cryptides AND protozoan AND food AND bioactive

Cryptides cryptides AND reptile AND food AND bioactive

Cryptides cryptides AND reptile AND food AND bioactive

Cryptides cryptides AND animal AND assay AND bioactive

Cryptides cryptides AND animal AND study AND bioactive

Cryptides cryptides AND animal AND in vivo AND bioactive

Cryptides cryptides AND animal AND in vitro AND bioactive

Cryptides cryptides AND animal AND in silico AND bioactive

14




Tabla 2.
MAPA DE BUSQUEDA EN PUBMED MEDIANTE COMBINACION DE DESCRIPTORES

Términos Combinaciones

Encrypted  encrypted AND bioactive AND peptide AND food AND protein AND study

Encrypted  encrypted AND bioactive AND peptide AND food AND protein AND assay

Encrypted  encrypted AND bioactive AND peptide AND food AND protein AND in vitro

Encrypted encrypted AND bioactive AND peptide AND food AND protein AND in vivo

Encrypted  encrypted AND bioactive AND peptide AND food AND protein AND in silico

Una vez realizadas las busquedas se filtraron los estudios duplicados, después
se realizé un cribado basado en la lectura del titulo, después un segundo cribado en
base a la lectura del resumen y finalmente se leyeron los estudios que pasaron estos
dos cribados.

Los datos cuantitativos (nimeros de articulos obtenidos) de estas blsquedas se
fueron recogiendo en una tabla (Anexo 1). Sobre el tipo de articulo y su contenido se hizo
una recopilaciéon de los datos indicando: Titulo / Autor / Afio / Tipo de estudio /

Conclusiones y se incluyé en los anexos como una tabla de resultados.
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6.1 Criterios de inclusion y exclusién

Para evitar obtener estudios muy antiguos se limité la busqueda aplicando un

filtro de seleccion para incluir solo los dltimos 10 afios excluyéndose asi todos los

estudios anteriores al afio 2011. En algun caso se ha tenido que afiadir a mano algun

estudio que no venia incluido en la busqueda.

En la Tabla 3 se indican los criterios utilizados para la inclusiéon o la exclusiéon de

los articulos encontrados.

Tabla 3.
GUIA DE CRITERIOS A SEGUIR PARA LA ELEGIBILIDAD DE LOS ARTICULOS
Tipo de criterio Inclusion Exclusion
Afio de publicacion De 2011 a 2021 Anteriores a 2011

Idioma

En espafiol e inglés

Otros idiomas

Acceso a articulos

Libre acceso y completos

Articulos de pago

Tipo articulos

Articulos cientificos

Articulos de opinién, blog

Metaanalisis

Ensayos clinicos

Revisiones sistematicas

Muestra estudiada

Proteoma de alimentos

Otros Proteomas

Proteoma humano

Tipo estudio

Estudio in silico

Estudio in vitro

Estudio in vivo

Estudio en humanos
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6.2 Estrategia de busqueda

El objetivo de este trabajo es revisar el tipo de evidencias actualmente existentes
en literatura (experimentos in vitro o in vivo con animales o en humanos o de simulacion
por ordenador) sobre péptidos provenientes de alimentos con actividad beneficiosa para

la salud.

La palabra CRYPTIDE es un término especifico que tiene el significado de
PEPTIDO ENCRIPTADO. Muchos autores omiten el uso de la palabra criptido (péptido)
o criptina (proteina) nombres derivados de la ciencia émica “criptoma” y simplemente
hablan de “péptidos bioactivos” describiéndolos como fragmentos que viene liberados

de las proteinas por protedlisis enzimatica durante la digestion gastrointestinal”.

La cuestion es que hablar de “péptido bioactivo” pueden ser demasiado genérico
en una busqueda de literatura y de hecho existe un mare magnum de ‘“péptidos
bioactivos” con origen vegetal o animal y de otros reinos que poseen efectividad en el
ser humano y en la salud tal como consta en el Handbook of Biologically Active Peptides
[Kastin, 2006, 2013].

Para esta revision se ha querido identificar la literatura cientifica existente con el
término de “criptidos” y el termino equivalente de “péptidos encriptados” para conseguir
un mayor grado de selectividad y especificidad. El planteamiento de busqueda se ha
centrado en la deteccion de evidencias limitadamente a los alimentos, aunque se ha
llevado a cabo una bisqueda inicial en otras fuentes no-alimentarias con el objetivo de
disponer de una visién general de los trabajos en curso que, pero finalmente no han sido

tratados en esta revision. Ver detalles en el esquema que sigue.

Cryptides
PubMed ALIMENTOS

Encrypted peptides

PLANTEAMIENTO

Cryptides
PubMed

Encrypted peptides OTRAS
FUENTES
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6.3  Seleccion del buscador y criterios de busqueda

En una busqueda inicial de palabras en inglés, realizada en noviembre de 2021
con tres buscadores, PubMed, biblioteca de la UOC y Google Scholar, limitadamente al
periodo de tiempo 2011-2021, se observa que el termino de “criptidos” o CRYPTIDES
en inglés, es el menos representado o por lo menos es poco utilizado por la comunidad
cientifica (Tabla 4). Por el contrario, el termino equivalente de “péptidos encriptados” o
ENCRYPTED PEPTIDES obtiene un mayor nimero de registros (hits).

Las busquedas con los términos de CRYPTIC PEPTIDES, tras una evaluacion
rapida de los titulos y de los abstracts, no esta relacionado con el argumento de este

trabajo.

Por consiguiente, se ha decidido centrar la busqueda alrededor de los dos grupos
de palabras: CRYPTIDES y ENCRYPTED PEPTIDES por su especificidad.

Respecto a los términos “péptidos bioactivos” o BIOACTIVE PEPTIDE, son
términos de busqueda que dan muchos aciertos (hits) pero también representan un
grupo bastante heterogéneo de resultados en cuanto engloban cualquier tipo de péptido
gue tenga bioactividad, sea criptico o no, de origen enddgena, o de fuentes externas

como los de los alimentos o de cualquier otra fuente.

Las coincidencias encontradas con CRYPTIDES y ENCRYPTED PEPTIDES en
los buscadores de Google Scholar y de la UOC igualmente han revelado un elevado
numero de registros de forma que no permitirian realizar su evaluaciéon. Se ha decidido
por tanto limitar la revision al uso de PubMed como buscador principal para las
basquedas (Tabla 4).

Tabla 4. Busqueda inicial: coincidencias encontradas

uocC PubMed Google Scholar
Bioactive peptides | = 94.100 = 19.015 = 1.340.000
Cryptic peptides = 12.668 = 813 = 20.900
Encrypted peptides | = 1.394 = 113 = 9.820
Cryptides = 124 = 36 = 447

El termino especifico de cryptides en PubMed origind a 36 publicaciones. Pero
para el objetivo de este trabajo se han incluido solo las publicaciones que contenian la
palabra "food" reduciendo los resultados a un total de 5 articulos que pasaron a ser

examinados (Tabla 5).
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Tabla 5. - Cryptides - registros encontrados Pub Med

Cryptides 36
cryptides AND food 5
cryptides AND food AND peptide AND bioactive 2

Nota: Se conseguia el mismo resultado de busqueda si se omitia la palabra “peptido”.

Los términos encrypted peptides identificaron 113 publicaciones. De ellas solo
solo 62 contenian la palabra "food". Finalmente, un total de 43 publicaciones contenian
la palabra “bioactivo” y pasaron al proceso de revision (Tabla 6).

Encrypted peptides T
encrypted AND food AND peptide 62
encrypted AND food AND peptide AND bioactive 43

Nota: Se conseguia el mismo resultado de busqueda (42 referencias) si se omitia la palabra
‘péptido” peptide o peptides daba el mismo resultado

El término "diet" en el contexto de esta revision no proporcioné resultados en las

busquedas y se decidié excluirlo de los términos de descripcion.

El término “bioactive” se ha utilizado por 2 razones. Por un lado, al hacer un
sondeo previo de palabras en el buscador, resultd ser un término muy representado. En
segundo lugar, el termino de "bioactivo” viene utilizado para indicar la influencia de una
sustancia (en interferir o reducir) en aspectos metabdlicos de la salud o de
enfermedades. Por lo tanto, la palabra "bioactivo” puede servir como criterio para

identificar ensayos in vivo (en animales o0 humanos) [Aluko, 2015].

6.4 Identificacion y seleccion de articulos de fuentes

alimentarias

Representacion grafica del proceso de cribado que se ha utlizado para
seleccionar los articulos idoneos de ser evaluados. Tras filtrar las busquedas en
PubMed, se hizo lectura de los titulos y de abstracts, se eliminaron los dobles y se

excluyeron los que no incluyan datos empiricos de eficacia biolégica (Figura 3).
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Figura 3. Flujo del Proceso de Seleccidén

BUSQUEDA DE LITERATURA
Base de datos: PubMed MEDLINE
Idioma de busqueda: inglés
Realizacion: noviembre 2021

Intervalo de buasqueda: 2011-2021
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6.5 Identificacion de articulos de fuentes No-alimentarias

También se ha querido informar de una blasqueda preliminar de estos mismos

términos en seres vivos de varios reinos y no solo a los de la cadena alimentaria

humana. Se indican a continuacion el nimero de registros encontrados en los

buscadores con las palacras “criptidos” y “péptidos encriptados”. Finalmente, estos

datos no han sido objecto de revisién (Tabla 7, 8).

voc | g | e
cryptides AND bioactive AND peptides AND bacteria 29 15 193
cryptides AND bioactive AND peptides AND yeast 14 3 126
cryptides AND bioactive AND peptides AND mould 5 37 2850
cryptides AND bioactive AND peptides AND plants 31 7 190
cryptides AND bioactive AND peptides AND protozoan 2 0 25
cryptides AND bioactive AND peptides AND fish 25 3 132
cryptides AND bioactive AND peptides AND reptile 2 0 16
cryptides AND bioactive AND peptides AND animal 53 23 235
cryptides AND bioactive AND peptides AND amphibious 4 0 22
cryptides AND bioactive AND peptides AND human 59 28 279
Tabla 8. - Encrypted peptide - Otras Fuentes (2011-2021) voc I\Ijll:)z g cohoo%:aer
encrypted AND bioactive AND peptides AND bacteria 333 15 2180
encrypted AND bioactive AND peptides AND yeast 143 3 4700
encrypted AND bioactive AND peptides AND mould 45 5 2850
encrypted AND bioactive AND peptides AND plants 337 7 1040
encrypted AND bioactive AND peptides AND protozoan 1 0 721
encrypted AND bioactive AND peptides AND fish 200 |3 1200
encrypted AND bioactive AND peptides AND reptile 5 0 33
encrypted AND bioactive AND peptides AND animal 440 | 23 2380
encrypted AND bioactive AND peptides AND amphibious 0 13 320
encrypted AND bioactive AND peptides AND human 549 | 28 2930

7. Resultados

7.1 Consideraciones iniciales

Antes de describir los resultados es conveniente hacer una breve introduccién

para mencionar el tipo de estudios experimentales usados para demostrar la actividad

biol6gica de péptidos encriptados reportados en la bibliografia de esta revision. Se
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clasifican en base al modelo de estudio empleado a nivel experimental y vienen

definidos como estudios in vitro, in vivo, ex vivo e in silico.

Los estudios in vivo se realizan en seres vivos, pueden utilizar especies animales o

humanos.

Los estudios in vitro son pruebas de laboratorio en condiciones controladas, realizadas
en tubos de ensayos o placas y no usan seres vivos. Entre los métodos utilizados en
esta revision se encuentran - las digestiones in vitro de proteinas con enzimas
protealiticos; - los modelos simulados de digestion gastro-intestinal (SGID); - la digestion
in vitro con enzimas gastricos: pepsina, tripsina, quimotripsina y pancreatina) [Ul Hag,
2015];

- estudios de bioactividad in vitro para determinar la capacidad antioxidante,
antimicrobiana, u otra, etc. Una de las estrategias comunes que se usa para identificar
péptidos antihipertensivos en los alimentos se basa en medir in vitro la actividad
inhibidora de la ECA y entonces se pueden comprobar los efectos in vivo en ratas
espontaneamente hipertensas (SHR) otro modelo este generalmente aceptado en el
caso de los estudios sobre hipertension humana [Zambrowicz, 2014].

Ex vivo: son pruebas de laboratorio con tejidos biol6gicos o células de un ser vivo

donante animal o humano (en el texto se describe el uso de los “anillos aorticos”).

Estudios in silico: se realizan por simulaciones con el ordenador y permiten hacer

andlisis de bioactividad de tipo tedrico.

7.2 Resultados obtenidos

La evidencia cientifica encontrada en los articulos se ha organizado y catalogado
en una tabla reportando el tipo de estudio indicado en el articulo (in vitro, in vivo, ex vivo,
o in silico), registrado el tipo de actividad de los péptidos encriptados en relacion con la

salud (efecto antihipertensivo, antioxidantes, anticancerigeno, etc), la fuente de alimento

(especificando la proteina precursora del péptido) y el autor tal como se muestra al final
del documento en el ANEXO 1.

Los datos y la informacion recogida se han utilizado para recopilar la tabla que
se indica a continuacion (Tabla 9) y posteriormente han sido tratados para permitir unas

visualizaciones graficas de los resultados (Figuras: 4- 5- 6-7).
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Tabla 9. Péptidos encriptados: tipo de evidencias, bioactividad y fuentes precursoras
Origen Proteina precursora Actividad del péptido Evidencia Referencia
in silico
Amaranto Proteina de  inhibicién de la ECA invitro | 2020, Nardo
semillas de Amaranto (antihipertensivo) E’n vivs%R) 2008, Silva
ratas
;;%t:'gsigng ¢ antihipertensivo
o i
Huevo - Fosvitina antfox_ldanFe in vitro 2014, Zambrowicz
- Lipoproteinas * antimicrobiano
- Livetina * crecimiento 6seo
Proteinas del musculo * antioxidante
Carne, - Bovino * inhibicion de la ECA in vitro
Carne fermentada | - Porcino (antihipertensivo) 2015, Stadnik
- Aves
Proteinas del calostro ' |nh|k_)|(_:|on de If”‘ ECA in vitro
Leche Leche precoz de bafalo (antihipertensivo) in silico 2019, Ashok
¢ inhibicion de DDP-IV
R in vivo
Leche fermentada | Proteinas de leche * inhibicion de la ECA (ratas) 2014, Dominguez
(antihipertensivo) in vivo
(humanos)
Leche humana B-caseina humana Sa'_”_d del bebe n vwo 2019, Enjapoori
* opioide (humanos)
in vitro
Leche fermentada | Proteinas de leche * antihipertensivo in vivo 2016, Beltran
(ratas)
- ¢ antitrombético in vitro
. Plantas medicinales L . n i
Semillas : _ * hipolipemiante n vwo
vegetales (Momordica charantia) « hipoalucemiante (ratas) 2014, Herrera
(Jatropha curcas) fp gl 'a o in vivo
* hipocolesterolémico (ratones)
: . Proteinas de linaza - . . .
Semillas de lino ( Linum usitatissimum ) ¢ antihipertensivo in silico 2013, Ji
Plantas medicinales
Plantas (Matricaria chamomilla ) * citotoxica cel. cancer invitro | 2020, Taghizadeh
( Ziziphora clinopodioides) * antioxidante
( Cressa cretica )
Proteinas de la P 2y
. TR n vitro
Soja clara de huevo ant!dlabgtlco in vivo 2021, Chelliah
Proteinas de soja antiobesidad (ratas)
Insectos Proteina del escarabajo * antioxidante
; ( Tenebrio molitor ) o ) in vitro 2020, Flores
comestibles ( Ulomoides dermestoides) * antimicrobiano
o ; 2020, Ozorio
Leche Proteinas del suero * antlhlperten3|yo in vitro
(poder vasodilatador)
¢ estimula mucosidad
Leche fermentada B-caseina opioide in vitro 2014, Plaisancié

bovina

* antioxidante
¢ inhibicién de la ECA
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Tabla 9. Péptidos encriptados: tipo de evidencias, bioactividad y fuentes precursoras
Origen Proteina precursora Actividad del péptido Evidencia Referencia
Leche de vaca B-caseina ¢ antiinflamatorio in vitro 2014, Malinowski
I(_eK(;r;zndﬁr\ilgg? B-caseina * opioide in vitro 2015, Ul Haq
Leche de cabra caseina * antiproliferativo in vitro 2021, Cakir
proteina del suero (carcinoma colorrectal)
S .
Leche de camello | caseina ant?bgcterlan.o in silico 2021, Ryskaliyeva
¢ antihipertensiv0
Leche bovina i o ) . _
Leche de cabra K-caseina * antimicrobiano in vitro 2012, Robitaille
, p * antioxidante
proteinas de “grano _ L
Cebada gastado” en cerveceria * inmunomodulador in vitro 2019, Connolly
¢ inhibidor de DPP-IV
Leche de vaca formulas para * antihipertensivo in vitro 2015, Wada
leches infantiles hipocolesterolémico (ratas) ’
¢ antihipertensivo
* antioxidante
* binding de minerales
¢ antitrombotico
Leche y a—lactoalbumjna * opioide o
caseina * antimicrobiano
* Supresor apetito
* factores de crecimiento
¢ células cancerosas
antiproliferativo
Queso ¢ inhibicién de la ECA
“Scamorza” de proteinas del queso (antihipertensivo) in vitro 2015, Albenzio
leche de oveja * inmunomodulador
Suero de leche a-lactoalbimina ¢ antioxidante in vitro 2021, Baez
. extracto proteico de . L
Salmoén viscera de salmén * antioxidante in vitro 2021, De la Fuente
proteinas de semillas
Amaranto (Amaranthus * inhibidor de la ECA in vitro 2021, Sanchez
hypochondriacu)
Leche de ciervo lactoferrina de ciervo . ) .
rojo (Cervus elaphus) * antimicrobiano m vitro 2021, Wang
Terciopelo de los ..
Thibicid in silico
cuernos del analisis peptidémico * inhibicion de la ECA o 2019, Haines
ciervo (antihipertensivo) in vitro
proteinas de
Semillas alubia " . in vitro
vegetales alga * antihipertensivo in vivo 2015, Aluko
arroz
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Tabla 9. Péptidos encriptados: tipo de evidencias, bioactividad y fuentes precursoras
Origen Proteina precursora Actividad del péptido Evidencia Referencia
cafamo
cereza
ciruela
guisante
lentejas
patata dulce
soja
trigo
¢ inhibidora de ECA
Tejido conectivo colzglgeno bovi.no : a.ntiogidante - 2016, Banerjee
colageno marino e cicatrizante
¢ adhesion celular
Lacteos caseina y suero * antihipertensivo in silico 2021, Auestad
* inhibicién de DPP-IV i vitro
¢ Coincidencia para
* opioides
¢ antihipertensivo
a-lactoalbimina « antioxidante
Leche humana B-caseina « antitrombética
(leche materna) ¢ inhibidora de DPP4i
* inmunomoduladora
¢ inhibidora de prolil
endopeptidasa
¢ Coincidencia para I
* analgésica E;lalt);l:)) 2017, Wada

Formulas
infantiles

B-lactoglobulina
B-caseina
(origen bovino)

* antibacteriana

* antihipertensiva

¢ antioxidante

¢ antitrombotica

¢ inhibicién DPP-IV

* hipocolestergolémica

¢ inmunomoduladora

* opioide

* inhibidora de prolil-
endopeptidasa vasoactiva

(Fuente: elaboracién propia)
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7.3 Consideraciones sobre los resultados

En linea general las publicaciones cientificas sobre “péptidos encriptados en los
alimentos”, en base a los registros encontrados en PubMed, han crecido
aproximadamente de un 50% en los ultimos 10 afios comparado con la década anterior

indicando que hay un interés creciente para su estudio.

29 resultados 1999 - 2011
62 resultados =~ 2011- 2021

encrypted AND peptide AND food

Acerca de los articulos cientificos de esta revision, se ha observado que la
actividad biologica de los criptidos de origen alimentario, en su gran mayoria viene
comprobada con métodos de estudios in vitro; no existen estudios recientes de
importancia clinica y los estudios in vivo tanto con animales que en ser humano son

limitados asi como los estudios in silico (Figura 4).

Tipo de estudios

in silico .
14% in vitro
68%

Winvitro Minsilico in vivo (ratas, humanos)

Figura 4. El método de estudio in vitro es la estrategia mas utilizada (Fuente: elaboracion propia)

Respecto a las principales fuentes alimentarias investigadas, la leche y los
derivados lacteos son la fuente de péptidos encriptados mas estudiada, asimismo son
la Gnica en la que se investiga la bioactividad con métodos in vitro, in vivo, ex vivo e in

silico (Figura 5).



Rapresentacion grafica: tipo y cantidad
de estudios encontrados por tipo de alimentos

12

10

Cantidad de estudios

ili_ i ia

in vitro in silico in vivo (ratas, humanos)

Tipos de estudios

B lecheflicteos Mvegetales ™ semillas Wcarne ®huevos Minsectos pescado

Figura 5. Los lacteos son los alimentos con mas estudios (Fuente: elaboracién propia)

En cuanto al tipo de bioactividad estudiada, el grafico circular siguiente muestra
un ranking de las actividades biologicas mas investigadas sobre péptidos encriptados
en este ultimo decenio. La funcién antihipertensiva y la antioxidante (con mas estudios),
seguidas de la antimicrobiana y opioide, resultan ser las que mas puntuaciones tienen
(Figura 6).

Categorias de bioactividades encontradas

B salud del bebé 3%

®  estimulamucosidad 3%-. hipocolesterolémica 2%

B citotdxicadelcancer 5%

inhibicién DDPIV 5% __ opioide 8%

. hipocolesterolémica
B inmunomoduladora 5%

M opioide
antiinflamatorio3%_— W antimicrobiana

S : 5
antimicrobiana 15% m antihipertensiva

M crecimientodseo 2% _—

M antioxidante

- M crecimiento 6seo

antioxidante 18% q

T q antiinflamatorio

antihipertensiva 31%

B inmunomoduladora
inhibicién DDP IV

M citotoxica del cancer

M estimula mucosidad

Hsalud del bebé

Figura 6. El efecto antihipertensivo es el méas estudiado (Fuente: elaboracion propia)
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Basada en los estudios de esta revision, la leche se presenta como una fuente
«plurifuncional» en cuanto contiene péptidos de diferentes funciones. La abundancia
de péptidos con funcion antihipertensivos es indicativa de la abundancia de estudios

encontrados en literatura y no de la cantidad de péptidos (Figura 7).

Perfil de bioactividad encontrada en cada alimento
(datos relativos a esta revision)

insectos
huevos

pescado
carne
semillas

vegetales

leche/lacteos

H leche/lacteos Mvegetales Msemillas carne Mpescado M huevos Minsectos

Figura 7. Distribucion de bioactividades estudiadas por alimento (Fuente: elaboracién propia)

7.4 Evaluacién de los estudios

La literatura encontrada en esta revision ha sido agrupada segun el tipo de
actividad biologica principal estudiada en las distintas fuentes alimentarias. Tres
estudios de los cuales uno sobre humanos, no han sido de libre acceso y no se han

podido incluir en esta revision [Bouglé, 2017; Robinson, 2021; Mora 2015].
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7.5 Criptidos antihipertensivos

7.5.1 Enlaleche

Las proteinas de la leche encriptan una gran variedad de péptidos bioactivos. El
efecto antihipertensivo se esta estudiando principalmente en las proteinas de la leche.
Proteinas como las caseinas y las proteinas del suero resultan ser las proteinas

alimentarias con mas estudios reportados en esta revision.

En general las proteinas lacteas como las caseinas, las proteinas del sueroy las
mucinas (proteinas de los glébulos de grasa de la leche) encriptan una gran variedad
de péptidos bioactivos, como los péptidos inhibidores de la enzima convertidora de la
angiotensina (ECA), péptidos con efecto antimicrobiano, antioxidante opioide,
antitrombotico entre otras funciones [Park, 2015]. Los criptidos pueden exhibir sus
actividades una vez liberados por accién de las enzimas digestivas, por accion de
proteasas presentes en la membrana de las bacterias intestinales o por obra de
peptidasas en circulacion [Wada, 2014; Wada, 2017]. También pueden ser liberados in
vitro con el uso de enzimas especificas o producirse durante el proceso de elaboracién

de ciertos alimentos.

Los principales criptidos inhibidores de la enzima ECA y con efecto
fundamentalmente antihipertensivo provienen de proteinas de la leche. Son conocidos
en literatura péptidos denominados casoquininas, originarios de caseina, (a y B-caseina)
y lactoquininas (a-LA y B-lactoglobulina) del suero de leche con efecto antihipertensivo
[Meisel y Schlimme, 1994; FitzGerald y Meisel, 2000; Hernandez-Ledesma, 2009]

El efecto antihipertensivo, se mide in vitro con métodos que evallan la inhibicion
de la enzima convertidora de angiotensina (ECA). De hecho, en los trabajos evaluados,
esta resulta ser la estrategia que mas viene utilizada en la identificacion de péptidos
antihipertensivos de los alimentos. El potencial inhibitorio viene expresado mediante el
valor ICso0 que representa la concentracion de péptido que inhibe al 50% de actividad de

la enzima ECA.

La angiotensina 1l es una hormona conocida por ser un potente agente
vasoconstrictor tanto a nivel local como sistémico. En caso de hipotension permite
restablecer y mantener la presion arterial (PA) a unos valores adecuados.

Se forma por accion de las enzimas: Renina [Inagami,1981] y la Enzima
Convertidora de Angiotensina (ECA) [Corvol, 2004; Zhuo, 2013] que pertenecen a lo que
se conoce como sistema renina-angiotensina (SRA) que convierte el precursor inactivo,

el angiotensindgeno, en angiotensina | y esta a su vez viene convertida rapidamente en
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angiotensina Il [Daien, 2012; Hernandez-Ledesma, 2009]. B&sicamente la enzima
convierte la forma inactiva de angiotensina | en la forma activa angiotensina Il que ejerce
la vasoconstriccion y es responsable de elevar la PA. Cuando se inhibe la enzima con
farmacos se genera vasodilatacion y reduccion de la presion.

Los péptidos de proteinas lacteas inhibidores de la ECA, una vez liberados y
absorbidos a nivel intestinal, inhiben en circulo la enzima bloqueando la conversién del
vasoconstrictor, impidiendo el aumento de la PA y actuando como agentes hipotensores.
Esta es la razon del gran interés en el estudio de este tipo de péptidos por su posible
uso en el tratamiento y prevencion de la hipertensién tanto a nivel nutricional y

farmacéutico [Udenigwe, 2014].

7.5.2 En leches fermentadas

Algunos trabajos han examinado el efecto antihipertensivo en las “leches

fermentadas” con estudios in vitro y en vivo [Dominguez, 2014, Beltran, 2016].

Los lacteos fermentados se obtienen procesando la leche en presencia de
fermentos lacticos (bacterias acido-lacticas, BAL, fermentan azlcares como glucosa y
lactosa para producir 4cido lactico) o levaduras que generan productos como el yogur,
el kéfir o el queso. Las bacterias lacticas son del género Lactobacillus, Lactococcus,
Leuconostoc y Bifidobacterium. El género Lactobacillus ha sido el mas empleado en
algunos estudios clinicos sobre el efecto antihipertensivo de leches fermentadas y para

producir péptidos inhibidores de la ECA [Beltran, 2016].

Se trata de microorganismos que, por medio del propio sistema proteolitico, de
proteasas y peptidasas especificas, son capaces de hidrolizar las proteinas de la leche
y generar péptidos bioactivos siendo la caseina una de las proteinas lacteas con mayor
cantidad de péptidos bioactivos generados, especialmente la B-caseina [Dominguez
2014].

Dos péptidos muy estudiados son unos “lacto-tripéptidos” de secuencia valina-
prolina-valina (VPP) e isoleucina-prolina-prolina (IPP) que han demostrado poseer
capacidad inhibitoria de la ECA a una concentracion inhibitoria del 50 % (IC50) de 9,0 y
5,0 umol [Dominguez, 2014]. Estos péptidos cuentan en su secuencia con la presencia
del aminoécido prolina que les hace resistentes a la accion hidrolitica completa por parte
de las proteasas digestivas [Dominguez, 2014; Tzakos, 2003].

En algunos estudios de leches fermentadas con cepas de Lactobacillus se ha

visto que algunas de las cepas que exhiben actividad inhibitoria de la ECA in vitro no
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reducen la presion arterial in vivo con ratas. Esto indica que las pruebas in vitro solo
pueden reproducir una parte de las interacciones moleculares y que el sistema in vivo
es mucho mas complejo. Estudios in vivo y ensayos clinicos son imprescindible para
demostrar realmente un efecto fisioldgico [Beltran, 2016; Hernandez-Ledesma, 2011].

Estudios in vivo con ratas espontaneamente hipertensas (SHR) han demostrado
la capacidad hipotensora de los péptidos de leche fermentada. La administracién de
leche fermentada inclusiva de los “lacto-tripéptidos” VPP e IPP en ratas hipertensa
(SHR) produce una disminucién de la presion arterial sistélica (PAS) de 8,3 mmHg
después de 9 semanas.

Se ha establecido que el efecto hipotensor esta vinculado al tipo de cepa acido-
lactica usada en la fermentacion y a la actividad enzimética especifica de cada
[Dominguez, 2014]. En ratas SHR jévenes que aun no habian desarrollado hipertension,
se les suministré leche fermentada con L. helveticus enriquecida con los lacto-tripéptidos
VPP e IPP. La presion arterial fue aumentando semanalmente como era previsto para
este tipo de ratas hasta que no aumenté mas y se estabiliz6 en comparacién con ratas
SHR no tratadas, indicando que la leche fermentada y los tripéptidos pueden atenuar y
controlar el desarrollo de la hipertensién. Ademas, en un ensayo a largo plazo se
observé que las ratas llegaron incluso al mismo nivel de presién que el grupo control
indicando un posible uso como tratamiento no-farmacolégico de la hipertensién para
humanos [Beltran, 2016; Sipola, 2001].

Multiplices estudios han demostrado que los lacteos fermentados con L.
helveticus son los que demuestran el mayor efecto de reduccién de presion arterial
sistélica. Tras 4 horas de suministro de leche fermentada en ratas (5 mL/kg de peso
corporal) con cepas de L. helveticus se conseguian los siguientes valores: CP790 (-27,4
+ 13,3 mmHg), CP611 (-20 + 9,6 mmHg), CP615 (-23 + 13,4 mmHg) 0 JCM1004 (-29,3
+ 13,6 mmHg) [Beltran, 2016; Yamamoto,1994].

Otros autores han indicado que leche fermentada con Enterococcus faecalis,
generan el mejor resultado tras 20 semanas de consumo con una disminucion de la
presion sistdlica (PAS) y de la presion diastdlica (PAD) de 36,11 y 3,67 mmHg,
respectivamente [Beltran, 2016; Miguel, 2005].

Péptidos aislados de leche de vaca fermentada con cepas de Enterococcus
faecalis, disminuyen la presion arterial sistdlica y la diastélica en ratas SHR 4h después
de su administracién en comparacién con el control (Captopril, a 50 mg / kg de peso
corporal) un farmaco inhibidor de la enzima convertidora de angiotensina y que muestra
una disminucibn maxima 6h después de la administracion. Sobre este estudio, otros
autores han identificado y aislado uno de los péptidos obtenidos con Enterococcus

faecalis, LHLPLP, que disminuye la PAS y la PAD incluso mas que los tripéptidos IPP y
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la VPP [Beltran, 2016; Quirés, 2007]. Un dato particularmente interesante ha sido que la
administracibn de leche fermentada o de los lacto-tripéptidos reduce de forma
significativa la presion en ratas hipertensas, pero en cambio no tiene efecto en ratas
normotensas indicando que el efecto de las leches fermentadas es un efecto especifico
del estado hipertensivo [Beltran, 2016; Nakamura, 1995].

En otros estudios se ha evaluado la absorcién de los lacto-tripéptidos en ratas
hipertensas comparadas con ratas normotensas y se ha podido comprobar que los
péptidos se encuentran a nivel de la aorta abdominal indicando un efecto hipotensor y
una absorcién directa de los péptidos sin mas hidrolisis y [Beltran, 2016; Masuda, 1996].

Otro péptido antihipertensivo estudiado en ratas SHS, la a-lactorfinase (Tyr-Gly-
Leu-Phe), demostré reducir la presiébn con una relacion dosis / respuesta. La
administracién de 100 pg / kg de peso corporal de este péptido pudo reducir la PAS de
23,4 mmHg y la PAD de 17,4 mmHg pero no modificé la presiéon de ratas normales y
ademas los autores sugieren una posible actividad opioide presente para este péptido
ademas de modular la PA [Beltran, 2016; Nurminen, 2000].

Otros autores han evaluado el efecto del “suero de leche fermentado” con un mix
de “bacterias acido-lacticas” (BAL) (L. casei, L. acidophilus, L. bulgaricus, Streptococcus
thermophilus y Bifidobacterium). A las 8 semanas de administracion, la presion sistolica
y diastolica fueron 22 y 21,5 mmHg mas bajas que el control atribuyendo el efecto a los
tripéptidos Gly-Thr-Trp y Gly-Val-Trp y demostrando un efecto antihipertensivo también
con el suero de leche fermentada [Beltran, 2016; Chen, 2007]. Aungque la mayoria de los
autores atribuyen el efecto hipotensor de la leche fermentada a los péptidos inhibidores
de la enzima convertidora de la angiotensina, IPP y VPP, como se ha visto existen
péptidos distintos (Tabla 10.a) que pueden estar implicados en mecanismos
antihipertensivos [Beltran, 2016].

Muchos estudios in vivo han utilizado leche fermentada con L. helveticus en
cuanto producen los lacto-tripéptidos VPP e IPP y se llegaron a lanzar en el mercado
algunas propuestas de leche fermentada con efecto antihipertensivo de marcas como
«Calpis» (Calpis, Japon), «Evolus» (Valio, Finlandia), Kaiku Vitabrand (Kaiku, Espafia)
[Dominquez, 2014]. Pero no obstante se hayan conseguido un importante nimero de
estudios sobre el efecto de las leches fermentadas en la hipertension, la EFSA en el
2011 ha considerado insuficientes las evidencias de los lacto-tripéptidos alegando que
existe una diferencia muy pequefia entre el tratamiento con estos tripéptidos y el placebo
en humanos recomendando para ello estudios de mayores dimensiones.

En humanos se han hechos ensayos clinicos controlados aleatorizados que han
estudiado el efecto antihipertensivo de leches fermentadas (Figura 9). La mayoria de

los ensayos clinicos se han llevado a cabo con leche fermentada sobre todo L.

32



helveticus y S. cerevisiae y con los tripéptidos IPP y VPP. En muchos de los casos se
ha demostrado un efecto de mejora respecto al placebo, pero a veces las muestras de
la poblaciéon no eran lo suficientemente grandes para satisfacer la relevancia estadistica,
en otros casos no se especificaba correctamente si habia existencia de medicacion
entre los hipertensos del estudio, asi como otros errores metodolégicos. No obstante,
muchos de los estudios clinicos (Tabla 10.b) han demostrado que las leches
fermentadas tienen efecto hipotensor en comparacion con el grupo control y han
concluido que los lacto-tripéptidos tienen efecto hipotensor en pacientes prehipertensos
e hipertensos [Dominguez, 2014]. Pero como ya se ha comentado, pesa sobre ello el
informe de la opinion cientifica del panel de la EFSA publicado en 2011, en particular
sobre las declaraciones de propiedades saludables relacionada con IPP y VPP y la
presion arterial, la EFSA concluyé que no se habia determinado una causa y efecto
sobre el consumo de IPP y VPP en el mantenimiento de la presion arterial normal (EFSA
2011).

Tabla 10.a. Diversidad de péptidos antihipertensivos obtenidos de las a-, 3- y k-caseinas

Secuencias de peptidos inhibidores de la ACE encontrados en leche de vaca fermentada

Caseina Fraccion Secuencia IC,, (umol) Referencia
as, 146-147 Yp 720,00 10
194-199 TTMPLW 51,00 10
142-147 LAYFYP 65,00 10
157-164 DAYPSGAW 98,00 10
as, 19-23 TYKEE 12,41* 6
B 114-115 YP 720,00 10
74-76 PP 5,00 6,11
84-86 VPP 9.00 6,11
25-29 RINKK 12,05* 6
69-73 SLPQN 5,29* 6
193-198 YQEPVL 280,00 6
108-113 EMPFPK 423,00 10
177-183 AVPYPQR 274,00 10
73-82 HIPPLTQTPV 179,98* 15,19
11-20 LVYPFPGPIH 89,00 40
11-26 LVYPFPGPIPHSLPQN 71,00 40
X 58-59 YP 720,00 10
108-110 PP 5,00 10
96-100 ARHPH 9,644 6
*ug/ml,

(Fuente: Dominguez et al, 2014)
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Tabla 10.b. Ejemplo de estudios clinicos controlados aleatorios sobre leches fermentadas en humanos

Estudio del efecto hipotensor de los lactotripéptidos de leches fermentadas en humanos

placebo, aleatorizado, en 94 sujetos
con hipertension L

Producto Dosis Tipo de estudio Respuesta Tiempo de Referencia
maxima respuesta
(mmHg) (semanas)
Calpis® (L. helveticus, 95 ml/d Estudio controlado con placebo, -14,1 PAS 8 18
S. cerevisiae) en 30 sujetos hipertensos -6,9 PAD
Leche fermentada (L. casei 2 x 200 ml/d Estudio simple ciego y paralelo ~7,0 PAS 8 27
TMCO409 y S. thermophilus con la leche fermentada
TMC1543) y el placebo, en 20 voluntarios
Calpis® (L. helveticus, 95 ml/d Estudio en 18 sujetos con -7,6 PAS (1IS) 8 22
S. cerevisiae) hipertension. -2,0 PAD (NS)
Leche fermentada 160 g/d 2,53 mg VPP y 1,52 mg IPP; estudio  -13,7 PAS 8 27
(L. helveticus, S. cerevisiae) placebo controlado, doble ciego, -7.4 PAD
en personas que tenian hipertension
L o M no tratada con medicamentos
Leche fermentada 120 g/d 2,66 mg VPP y 1,60 mg IPP; estudio  -14,5 PAS 8 20
(L. helveticus, S. cerevisiae) doble ciego, controlado con -8,1 PAD (NS)
placebo, en 36 sujetos no tratados
que tenian hipertension Lo M
Evolus® (L. helveticus LBK16H) 150 ml/d 2,25 mg IPP + 3-3,75 mg VPP; -10,8 PAS 8 43
estudio doble ciego, controlado con  -6,9 PAD
placebo, aleatorizado, en 17 sujetos
con hipertension L
Leche fermentada (L. casei 100 ml/d Estudio aleatorizado, controlado con -17,4 PAS 12 21
Shirota y Lc. lactis YIT 2027) placebo, simple ciego, en 39 sujetos -7,2 PAD
con GABA con hipertension L
Evolus® (L. helveticus LBK16H) 150 ml/d Estudio aleatorizado controlado con  -6,7 PAS 21 et
placebo en 39 sujetos hipertensos -3,6 PAD
Calpis® (L. helveticus, 160 g/d 1,15 mg IPP + 1,98 mg VPP; estudio  -4,3 PAS 2-4 33
S. cerevisiae) doble ciego controlado aleatorizado, -5,2 PAS
en 46 sujetos hipertensos -1,7 PAD
-2,0 PAD
Evolus® (L. helveticus LBK16H) 15 ml/d 2,4a2,7mglIPP+24a2,7mg VPP, ~16,0 Enla 47
en 60 sujetos con hipertension L -11,0 1.* fase 8-10
En la
2.* fase 5-7
Tabletas de leche fermentada 6 tabletas/d 4,7 mg IPP + 8,3 mg VPP; estudio -3,2PAS (HA) 4 2
en polvo (L. helveticus CM4) doble ciego, controlado con -11,2 PAS (L)
placebo, aleatorizado, en 80 sujetos
con hipertension arterial HAo L
Evolus® (L. helveticus LBK16H) 2 x 150 ml/d 22,5 mg IPP + 30 mg VPP; estudio -4,1 PAS 10 24
doble ciego, controlado con -1,8 PAD

PAS: presion arterial sistolica; PAD: presion arterial diastlica; NS: No significativo; VPP: lactotripéptido Val-Pro-Pro; IPP:
lactotripéptido Ile-Pro-Pro; L: leve; M: moderada; GABA: acido y-aminobutirico.

(Fuente: Dominguez, 2014)




7.5.3 En leches infantiles

Se ha descrito presencia de péptidos encriptados también en formulas infantiles
que pueden ser liberados por digestion in vitro. Las formulas infantiles preparadas
industrialmente, contienen proteinas hidrolizadas y representan una alternativa a la
leche materna. Los autores han estudiado in vitro si la hidroélisis industrial puede cambiar
el perfil de los péptidos bioactivos o su cantidad [Wada, 2015]. Resultados de digestiones
in vitro han revelado que férmulas infantiles de leche estandar liberan una mayor
cantidad de péptidos bioactivos que las formulas infantiles hidrolizadas. Es posible que
la hidrdlisis industrial de las proteinas de la leche pueda reducir o atenuar la bioactividad
"encriptada" de los péptidos. Estas caracteristicas tienen que ser tenidas en cuenta a
nivel de alimentacion del bebé en cuanto puede haber un diferente aporte de
bioactividades que podrian tener relevancia biolégica para su salud [Wada, 2015].

En cuanto a la localizacion y transformacion de los péptidos en el tracto digestivo
un estudio ha aportado conocimientos sobre como se digieren in vivo las proteinas de
la leche y como podrian liberarse los péptidos bioactivos en los bebés [Wwada, 2017].

Los resultados de pruebas in vivo con crias de ratas (usadas como modelo de
bebés humanos) alimentadas algunas con leche materna yo otras con férmulas
infantiles, parecen indicar que las proteinas de la leche se digieren sobre todo en el
estbmago y la parte proximal del intestino delgado y que los péptidos dificilmente

pueden llegar a la parte distal del

intestino delgado. No obstante, los

péptidos de la B-caseina contienen
Eséfago regiones que pueden sobrevivir a una
digestion completa en el intestino
delgado e incluso llegan a la parte
Esiimags distal parcialmente digeridos. Esta

resistencia a la digestion puede ser

_ Intestino delgado debida a la presencia de residuos de

Intestino grueso

(colon) “\‘&\/
| T

REHIG /E) Ao presencia de un gran numero de

péptidos de dimensiones mas

prolina (Pro) en las secuencias

ileon peptidicas. Esto  explicaria la

grandes (sobre todo péptidos de [3-
Figura 10. Intestino Delgado y Grueso

(Fuente: https:/Aww.niddk.nih.gov/news/media-library/8340) caseina) que se pueden encontrar en

el intestino delgado de crias

alimentadas tanto con leche materna que con leches infantiles [Wada, 2017].
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Las evaluaciones llevaron a identificar 8 péptidos que coincidian completamente
en bases de datos con secuencias conocidas de péptidos bioactivos. La cantidad de
péptido fue mayor en el caso de las férmulas de leches infantiles respecto a la leche
materna y con algunas diferencias en el perfil de bioactividades siendo en general
identificables en ambos casos funciones como la antihipertensivas, antioxidantes,
antitrombadticas, inhibidoras de la dipeptidil peptidasa IV (DPP-IV), inmunorreguladoras,
opioides, inhibidoras de prolilendopeptidasa [Wada, 2017]. Curiosamente este estudio
reveld in vivo bastante menos péptidos bioactivos comparados con resultados de
estudios previos in vitro cosa que hace cuestionar sobre la funcionalidad in vivo [Wada,
2017]. En el estudio se ha informado también sobre presencia de péptidos opioides
derivados de la B-caseina (llamados B-casomorfinas) y unos fragmentos que contienen
un péptido antihipertensivo, HLPLP, derivado de la B-caseina. En los humanos, tanto
los lactantes amamantados con leche materna que los alimentados con férmula
infantiles pueden verse influenciados por las B-casomorfinas derivadas de la leche en el
desarrollo y control del tracto gastrointestinal y en cuestiones de aprendizaje y memoria.
No esta claro hasta la fecha la posible funcién de péptidos antihipertensivos en la
fisiologia del neonato [Wada, 2017].

7.5.4 En suero de leche

Otro estudio ha investigado el efecto “vasodilatador” de hidrolizados de proteina
de suero mediante estudio de digestion simulada [Ozorio, 2020]. El suero de leche es
la parte liquida de la leche (constituido por agua, proteinas, lactosa, grasa y minerales)
que se separa de la parte cuajada de la leche (caseina y grasa) durante la preparacion
del queso [Parra, 2009]. Las proteinas del suero (principalmente de 3-lactoglobulina, a-
lactoalbimina) inmunoglobulinas y proteinas menores [Fernandez-Fernandez et al.,
2017], contienen péptidos bioactivos encriptados que pueden disminuir la presion
arterial (PA) a través de diferentes mecanismos [Udenigwe, 2014]:

- por inhibicién de la enzima convertidora de angiotensina | (ECA)
- bloqueo de canales iénicos de calcio
- por estimulacién de la produccion de éxido nitrico

El 6xido nitrico ha sido reconocido como una molécula reguladora de la presion
arterial y se ha descrito como vasodilatador principal producido por las células
endoteliales de las arterias [Konukoglu, 2016; Centelles, 2004].

Para estudiar el efecto a nivel vascular de hidrolizados de proteinas del suero, se

han sometido las proteinas del suero a digestion gastrointestinal simulada in vitro
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(Nota 1) con un protocolo estandar (INFOGEST). Tras digestion se han identificaron
198 péptidos por cromatografia y espectrometria de masas. Finalmente, para conocer
el potencial de actividad a nivel vascular, los hidrolizados de proteina han sido testados
sobre secciones de aorta de ratas (anillos adrticos) para evaluar la respuesta contractil
y los cambios del tono vascular. Se obtuvieron unas curvas de vasorelajacion del
endotelio y los datos fueron expresados como porcentaje de relajacion maxima y
consiguiente analisis estadistico de los resultados. En conclusion, la digestion
gastrointestinal del hidrolizado de proteinas del suero generd péptidos bioactivos que
mostraban poder vasodilatador induciendo relajacion vascular in vitro. Con estos
resultados se hay afiadido un nuevo conocimiento en lo que es el complejo mecanismo
gue regula la presion arterial y el papel de los péptidos encriptados que no se limita solo
a la inhibicion de la ECA y que involucra muchas otras vias [Ozorio, 2020].

Nota 1: Digestidon simulada in vitro: Método estatico y dinamico

Un método estandar de digestion estatica in vitro, de consenso internacional, es el protocolo INFOGEST [Minekus, 2014] que utiliza
cantidades constantes de comida y fluidos digestivos (se realizan en un contenedor con una disolucidon en agitacion constante,
parametros controlados de comida, fluidos digestivos y pH para cada paso de la digestion) y que puede dar informacion sobre las
modificaciones que ocurren a los péptidos durante la digestion pero no puede reproducir las condiciones fisioldgicas reales de la
digestidn [Donis, 2020].

Por el contrario, en los modelos dinamicos se incluyen tipicamente la fase oral, la gastrica, el intestino delgado y a veces la
fermentacidon del intestino grueso. Los métodos dinamicos quieren imitar las condiciones fisiologicas in vivo del lumen gastrico, prevén
compartimentos, la motilidad géstrica, control de las contracciones, pueden reproducir condiciones fisiolégicas como las secreciones
gastricas, asi como el sistema de vaciado que permiten entender la digestion y la absorcion de los compuestos, pero auin no existe un
protocolo estdndar para los modelos dindmicos [Donis, 2020].

In vitro gastro-intestinal digestion Models for simulating digestion
Consensus INFOGEST protocol

In vitro
static
Oral phase models
Mix 1:1 with Simulated Salivary Fluid (SSF)
salivary amylase (75 U/mL)
2 min, pH 7 —\
In vitro dynamic
In silico models
N o~

Gastric Phase models
Mix 1:1 with Simulated Gastric Fluid (SGF) By w Ry (V= ¥ @) Sl
Pepsin (2000 U/mL)
2h, pH 3 —_
Intestinal Phase Human : ) >
Mix 1:1 with Simulated Intestinal Fluid (SIF) models

Enzymes
Pancreatin (based on trypsin 100 U/mL) or
Pure enzymes

Bile (10mM)

2h,pH7

.-J'\

Animal models

Ejemplo de: Protocolo de digestibilidad in vitro
usado en estudios estaticos. Tres fases componen el
proceso de digestion in vitro: oral, gastrica e intestinal
[Minekus, 2014]

Ejemplo de: Modelos de digestion simulada [Dupont D., 2004]
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7.5.5 En los globulos de grasa de laleche

La mayoria de los estudios visto hasta ahora se centran en péptidos encriptados

derivados de proteinas de la leche como las caseinas o las proteinas del suero. Otro

estudio [Ashok, 2019] ha evaluado el potencial bioactivo de proteinas de la membrana

Membfaaa del
glébulo de grasa
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Figura 11. Componentes principales de la leche:
caseinas organizadas en estructuras micelares,
lactosuero y globulos de grasa (Garcia, 2014)

de los glébulos de grasa de la leche en
estudios in silico e in vitro (Figura 11).
Para ello se ha utilizado leche precoz de
bufalo, mas comunmente conocida como
“calostro” que en términos nutricionales
comparte similitudes con el calostro
humano. Tras digestion gastrica in vitro
con pepsina de muestras de calostro y de
glébulos de grasa, los autores identificaron
89 péptidos, de menos de 3 kDa, extraidos
de la membrana de los glébulos de grasa
de la leche con potencial bioactividad. Los
hidrolizados se analizaron por
cromatografia y espectrometria de masas
en tandem (nLC-ESI-MS / MS) para
conocer el perfil de las secuencias. Por
Gltimo, con un analisis computacional se
observé que el perfil de actividad mas
comun era el potencial inhibidor de la ECA
y de la DPP-IV. A partir de los datos in
silico se sintetizO un heptapéptido,
GIPLPLI, para testar su capacidad de
inhibicién in vitro sobre la ECA y el DPP-
IV. Se encontr6 que el heptapéptido

mostraba ser mejor inhibidor de la ECA (74 uM) que de la DPP-1V (3,83 mM). La leche

se sabe que es una fuente abundante de péptidos antihipertensivos pero lo novedoso

de este trabajo reside en haber identificado un «péptido bioactivo multifuncional» con

actividad inhibidora de la ECA y de la DPP-IV. Se sabe que los péptidos de la leche

tienen un potencial antidiabético por ser inhibidores de enzimas como la a-glucosidasa

y la enzima dipeptidil peptidasa-4 (DPP-IV). En el intestino delgado enzimas como la a-

glucosidasa se encargan de liberar la glucosa de los carbohidratos (por hidrolisis del

enlace glicosidico de polisacaridos y oligosacaridos). Por tanto, cuando se inhibe las a-
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glucosidasa se inhibe la absorcion de glucosa [Patil, 2015]. La inhibicién del enzima DPP-
4, se traduce en un aumento de la vida media de las hormonas incretinas (un tipo de
péptido similar al glucagon tipo 1 o Glucagon-Like Peptide-1) que sirven de estimulo en
la secrecion de insulina y en consecuencia se genera una menor acumulacion de
glucosa en sangre [Girolamo, 2008; Auestad 2021].

Estas enzimas tienen un papel importante en la diabetes tipo 2. La reduccién o
inhibiciébn de su actividad puede ser una estrategia en el tratamiento de la diabetes
(Figura 12). Hay mucho interés para identificar péptidos encriptados bioactivos
multifuncionales que puedan servir para paliar las patologias del sindrome metabdlico.
El sindrome metabdlico es un conjunto de alteraciones clinicas (predisposicion o
presencia) a la hipertension, diabetes tipo Il, enfermedades inflamatorias intestinales.
Por tanto, los hidrolizados de péptidos dietéticos generados durante la digestién y su
potencial papel en el sindrome metabdlico atrae la atencion de los investigadores y de

la ciencia de los alimentos.

Figura 12. Ejemplo de tratamientos usados en la diabetes tipo 2

Evorucion peL TRATAMIENTO DE LA DIABETES TiPO 2

DPP IV
Analogos de Incretina
Glitazonas
Inhibidores de la o Glucosidasa
Glinidas
Metformina
Sulfonilureas

Insulina

Dietoterapia

1900 1930 1950 1990 2000 2003 2007

Fuente: FEPREVA http://www.fepreva.org/curso/5to_curso/bibliografia/volumen2/ut3_vol2.pdf

7.5.6 En el queso

El queso representa otra fuente de péptidos encriptados en estructuras proteicas.
El queso manchego de oveja de 8 meses de maduracién posee varios péptidos

inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina | (ECA) [Gémez, 2004] y en queso
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de oveja denominado “Pecorino Romano” se han identificado péptidos antibacterianos
[Rizzello, 2005]. La formacién de péptidos es algo que ocurre naturalmente en el proceso
de maduracién del queso y resultan ser componentes propios y naturales en estos
alimentos [Gomez, 2002].

Un estudio ha evaluado el perfil de péptidos del queso ovino denominado
“Scamorza” al cual se han anadido una mezcla de probidticos, una con Bifidobacterium
(Bifidobacterium longum o Bifidobacterium lactis) y otra con Lactobacillus (Lactobacillus
acidophilus) y un control de queso scamorza sin probidticos.

A los 15 dias de maduracion se ha hecho la extraccion de las fracciones de
péptidos y analisis por cromatografia liquida-espectrometria de masas (LC / MS) de las
muestras de quesos. Las que contenian probiéticos presentaban un efecto proteolitico
acentuado respecto al control, en especial se encontré6 una mayor cantidad de péptidos
en los quesos inoculados con bifidobacterias que confirman la capacidad proteolitica de
estas cepas. Algunos de los fragmentos correspondian a péptidos de B-caseina y a-
caseina y tenian homologia de secuencia algunos con conocidos inhibidores de la ECA,
otros con actividad antimicrobiana y inmunomoduladora. Hay que sefialar que solo los
fragmentos provenientes del queso inoculado con Bifidobacterium produjo péptidos
bioactivos.

En conclusion, algunas cepas del queso son las responsables de controlar el
proceso proteolitico y de generar péptidos encriptados con bioactividad en la matriz del

queso.

7.5.7 En otras fuentes

La leche de camello viene descrita como otra fuente de péptidos bioactivos
encriptados. En un estudio se han encontrado 2 isoformas de a—caseina que se generan
a partir de un mismo mRNA por empalme alternativo (alternative splicing). El empalme
alternativo es un proceso mediante el cual se eliminan los intrones y se van empalmando
los exones dependiendo del mMRNA y la proteina que se tenga que generar (Figura 13).
Tras el splicing, la misma transcripcion permite obtener varias especies proteicas
(isoformas de la misma proteina). Representa entonces un medio para aumentar la
diversidad de proteinas y aumentar el nimero de especies moleculares partiendo de un
Gnico transcrito. Con sistemas de prediccion in silico, los autores han reportado
presencia de diferentes péptidos encriptados en la parte C-terminal de las 2 isoformas

de a—caseina que exhibian funciones antihipertensiva y antibacteriana.
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Figura 13. “Emplame altenativo” ( Fuente: Conicet, 2013)

Péptidos derivados de semillas de amaranto son objeto de estudio por sus
propiedades antihipertensivas. Proteinas de Amaranthus hypochondriacus hidrolizadas
con bacterias lacticas de la especie de Lactobacillus producen hidrolizados de proteinas
con actividad inhibidora de la ECA. Dependiendo de la especie de bacteriay de enzimas
bacterianos, asi como de la duracién de la hidrélisis, es posible obtener diferentes
grados de inhibiciébn. En el caso de este estudio se consiguié determinar in vitro un
45,9% de inhibicién de la enzima convertidora de angiotensina (ECA) en presencia de
proteasas de bacterias del acido lactico [Sanchez, 2021]. Este estudio ademas se propuso
determinar la actividad inhibidora de la ECA en hidrolizados que presentaban también
actividad antioxidante, esto resulta interesante en cuanto la hipertension suele estar

asociada con el estrés oxidativo [Sanchez, 2021; Girgih, 2014].

El huevo es una fuente rica en proteinas y péptidos bioactivos [Zambrowicz, 2014;
Abdou, 2013; You2011; Xu, 2007]. Son conocidas las propiedades antihipertensivas en la
albumina de huevo, pero se sabe menos de los péptidos derivados de la yema. Con
medicion in vitro de la actividad inhibidora de la ECA y comprobacion in vivo de los
efectos de los péptidos en ratas espontaneamente hipertensas (SHR) [Lopez, 2006], se
ha comprobado que los péptidos de la yema de huevo tienen un papel de inhibicion de
la ECA y que ejercen un control de la hipertension [Zambrowicz, 2014].

En particular, fosfopéptidos liberados con tripsina de la principal proteina de la

yema, la fosvitina, tienen capacidad de inhibir la formacion de complejos insolubles de
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fosfatos calcico y fosfato de hierro mejorando asi la absorcion intestinal del calcio y del
hierro; inhiben la oxidacién del ac. linoleico, eliminan los radicales libres DPPH vy tiene
capacidad quelante de los iones hierro. Presentan capacidades antioxidantes
investigadas mediante varios métodos y protegen del dafio oxidativo [Sakanaka, 2009],
[zambrowicz, 2012]. Otra bioactividad descrita en este alimento concierne las
lipoproteinas de la yema de huevo (la de alta y de baja densidad) que resultan tener
actividad antimicrobiana y se ha descrito que inhiben el crecimiento de microrganismos

como Streptococcus mutans in vitro [Mine, 2006].

En el plasma de la yema de huevo ademas de las lipoproteinas se encuentra las
livetinas, un grupo de proteinas que en ensayos in vitro e in vivo parece actuar en la
prevencién de la osteoporosis en cuanto los péptidos derivados aumentan la fijacién del
calcio en los huesos y evitan la formacion del fosfato calcico insoluble [Kim, 2011] y [Eckert
,2013]. Otro aspecto reportado en literatura es que el consumo de hidrolizados de
proteinas de la yema inhibe la proliferaciéon tumoral [ Ishikawa, 2013] y pueden ser Utiles
en la prevencion del cancer colorectal. Esto se debe a que los fosfopéptidos liberados
de la fosvitina actian modulando a enzimas antioxidantes (catalasa y glutation
reductasa) Por ultimo por su capacidad de ligar metales (quelante de metales) tiene
también actividad antimicrobiana contra E. coli [Choi, 2004].

Péptidos de las semillas de linaza con actividad antihipertensiva (Ji)

Un estudio in silico ha evaluado péptidos de semillas de linaza con capacidad
antihipertensiva [Ji, 2013; Ji, 2020]. Secuencias de proteina de linaza fueron sometidas a
una hidrolisis enzimatica in silico con enzimas vegetales (papaina, ficina, bromelina) en
lugar de las tipicas proteasas microbianas o digestivas, para generar una liberacion
simulada de péptidos hipotensores, 6sea péptidos inhibidores de la ECA, o de la renina
o de ambas (dual). Sucesivamente se realizaron estudios de simulaciones moleculares
de acoplamiento (molecular docking) para obtener informacién sobre la estructura y la
interaccion de 7 péptidos con potencial inhibidor con las enzimas de la ECA y de la
renina. Los resultados mostraron propiedades de unién/disociacion estables y similares
a las de conocidos farmacos inhibidores de la ECA (Captopril) y de la renina (Aliskiren).
Los péptidos inhibidores de la renina y la ECA mostraban propiedades fisicoquimicas
similares a la de los farmacos inhibidores. Tras este descubrimiento in silico y con la
informacién obtenida, para dar validez a estos resultados de prediccion, es necesaria
una verificacion empirica con sintesis de péptidos inhibidores de la ECA y de la renina

para estudios de farmacocinética in vivo [Ji, 2020].
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Péptidos en terciopelo de ciervo inhibidores de la ECA y otras actividades

Existen en literatura muchos estudios que han demostrado diversas actividades
biolégicas encontradas en el terciopelo que recubre la cornamenta del ciervo [Gao, 2010;
Sui, 2013] como un efecto antienvejecimiento [Wang, 1988], antiinfecciosos [Dai, 2011],
antiinflamatorios [zZhang,1994], proteccion contra dafio hepatico [Hemmings,2004],
actividad hematopoyética [Kim, 1982], aceleracion de la cicatrizacién de heridas [Weng,
2001] y reduccion del cancer de colon inducido con sustancia cancerigena
(azoximetano) [Fraser, 2010]. La cornamenta del ciervo esta presente en la medicina
oriental y es también utilizado como ingrediente funcional en ciertos alimentos [Haines,
2019].

Un nuevo estudio con andlisis in vitro e in silico, ha revelado que en el terciopelo
de ciervo se encuentra una gran cantidad de secuencias encriptadas con potenciales
péptidos bioactivos. En extractos procedentes de cornamenta del ciervo se evaluaron e
identificaron fragmentos por LC-MS. Se realizé luego un andlisis in silico (digestion
gastrica simulada in silico con pepsina) y se compararon las coincidencias de secuencia
encontradas con las secuencias bioactivas presentes en bases de datos (como
BIOPEP).

Se encontraron un gran nimero de secuencias cortas de péptidos encriptadas
(de 5 a 13 aminoacidos) que coincidian con partes de conocidas de secuencias
bioactivas (las zonas de emparejamiento eran inferior a tres aminoacidos). Las
actividades identificadas fueron de inhibidor de ECA (la mas comun), de inhibicién de
otra enzima como la dipeptidil-aminopeptidasa IV (DPP-4) implicada en el metabolismo
de la glucosa, antitrombdética (una actividad comudn de los péptidos derivados de la K-
caseina de la leche), actividad «antiamnésica», actividad «quimiotactica» fenbmeno que
estimula la atraccién de los neutréfilos en sangre, bioactividad «anoréxica», actividad
«antioxidante», actividad «estimulante» del tipo opioide por péptidos hemorfinicos (las
hemorfinas son péptidos opioides producidos por la escisién de la cadena beta de la
hemoglobina, mejoran la memoria, la regulaciéon sanguinea y tienen funcion analgésica
[Ali, 2019].

Péptidos derivados de la carne y de la carne fermentada con efecto
antihipertensivo y antioxidante

Este articulo revisa el conocimiento actual sobre péptidos derivados de la carne
en especial de carne fermentada. Son conocidos componentes de las carnes con
propiedades biolégicas como la carnosina, anserina, L-carnitina, acido linoleico

conjugado, glutation, taurina y creatina [Arihara, 2004], ademas se encuentran también
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péptidos con bioactividades latentes y encriptados en proteinas que son activos una vez
liberados por digestion. Los péptidos de proteinas cérnicas mas estudiado son los
péptidos inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina | (ECA) [lwaniak et al.,
2014; Korhonen, 2006]. Se conoce de péptidos identificados in vitro, miopentapéptidos de
proteinas musculares porcinas [Arihara, 2001] cuya actividad ha sido estudiada también
in vivo [Nakashima, 2002] con una inhibicién de la ECA, ICso de 66,6 uM [Arihara, 2001].
Otra proteina muscular, la miosina, ha resultado ser otra fuente de péptido bioactivos de
la que se genera un octapéptido inhibidor de la ECA con valor de 1C506,1 yM [Muguruma,
2009]. Otros autores han observado que estos péptidos no son exclusivos de la miosina
y se pueden originar también en otras proteinas musculares como las troponina y
tropomiosina donde se han encontrado péptidos resistentes a la accién de proteasas
digestivas y por lo tanto se espera que puedan funcionar in vivo como agente
antihipertensivo [Katayama, 2008].

También unos pentapéptidos derivados de otra proteina muscular, la titina
(también conocida como conectina), KAPVA y PTPVP mostraron actividad inhibidora de
la ECA con valores ICso de 46,56 uM y 256,41 uM, respectivamente [Escudero, 2012,
a, b]. A parte de péptidos de origen porcino, se han descrito hidrolizados obtenidos de
musculo de pollo con actividad inhibidora de la ECA. En ensayos in vitro la actividad
inhibidora encontrada era de valores de ICso de entre 0,21 y 14 uM. [Fujita, 2000]. Otros
estudios sobre el colageno de pollo ponian en evidencia dos péptidos, GPL y GPV con
valores calculados de IC50 respectivamente de 2.55 y 4.67 uM. A partir de proteinas de
musculo de pollo tratadas con termolisina se aislaron siete péptidos (LKA, LKP, LAP,
IKW, FQKPKR, FKGRYYP y IVGRPRHQG) con actividad inhibidora en los ensayos in
vitro de valores de ICso que oscilan entre 0,21 y 14 yM [Kim,2001]. La carne bovina,
también ha sido estudiada como fuente de péptidos inhibidores de la ECA [Jang, 2005].
En hidrolizados de carne de vacuno se ha identificado un hexapéptido (VLAQYK) con
un valor de ICso de 32,06 uM de inhibicién de la ECA. Pruebas in vivo en ratas SHR
alimentadas con este péptido han resultado dar una supresion significativa de la presion
arterial sistélica (PAS) ademas de concentraciones sanguineas de colesterol total y LDL
mas bajas [Jang, 2004]. Otro autor identific6 péptidos (GFHI, DFHING, FHG vy
GLSDGEWRQ) con actividad antimicrobianos y efectos citotéxicos sobre células del
cancer [Jang, 2008].

Respecto al efecto antioxidante, segun explicado en literatura, no se conoce bien
el exacto mecanismo antioxidante de los péptidos, pero se supone que tiene que ver
con la captacion de radicales libres y especies reactivas del oxigeno (ROS), inhibicién
de la peroxidacién lipidica y quelacion de iones metalicos de transicidén. Los mejores

antioxidantes conocidos se encuentran solo en la carne, aves de corral y algunos peces
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y se trata de unos dipéptidos que contienen histidina, carnosina (B-alanil-L-histidina) y
anserina (N-B-alanil-1-metil-L-histidina) [Nagasawa, 2001; Sarmadil, 2010; Young et al.,
2013].

Existen muchos péptidos antioxidantes aislados de fuentes de carne. Saiga y col.
(2003) testaron hidrolizados de proteinas de miofibrilla porcina (obtenidos con papaina
y actinasa E) como fuente de péptidos antioxidantes. Estos hidrolizados presentaban
inhibicién contra la peroxidacion del acido linoleico y poseian actividad captadora de
radicales libres (frente al 1,1-difenil-2-picrylhydrazyl, DPPH, usado para determinar la
capacidad antioxidante) y actividad quelante de iones metales.

La carne de cerdo resulta ser fuente de péptidos antioxidantes. Park y Chin
(2011) evaluaron la actividad antioxidante de digeridos con pepsina de proteina extraida
de jamén de cerdo. Se encontraron péptidos de bajo peso molecular (<7 kDa) con
actividades antioxidantes, tal como la capacidad de eliminacion de radicales libres y
poder reductor. Di Bernardini y col. (2012) investigaron la actividad antioxidante de
proteinas sarcoplasmicas aisladas de falda de muasculo bovino. Las fracciones
peptidicas de 3 kDa y de 10 kDa demostraron actividades antioxidantes en ensayos in
vitro. De la hidrdlisis de coldgeno de piel porcina con una mezcla de proteasas, se
liberaron cuatro péptidos (QGAR, LQG M, LQGMH y HC) con fuerte actividad
antioxidante [Li et al., 2007].

Kim et al. (2009) obtuvieron péptidos antioxidantes de hidrolizados de proteina
de carne de ciervo (MQIFVKTLTG y DLSDGEQGVL) con actividad captadora de

radicales libres mayor que la de la vitamina C.

En carne fermentada

Péptidos inhibidores de la ECA y péptidos antioxidantes se generarian durante
el proceso de curacion de la carne en el jamén curado o en los embutidos fermentados
[Arihara, 2006]. La degradacion proteolitica de las proteinas es un fenbmeno que ocurre
en estos productos inducida por las fases del proceso (secado curado, envejecimiento,
fermentacion) [Ferranti, 2014]. Los péptidos bioactivos se generarian durante el proceso
de conversion de la carne en jamon curado o salchichas fermentadas [Arihara, 2006].
Los péptidos antihipertensivos y antioxidantes identificados en los dltimos afios en
productos carnicos curados se resumen en la (Tabla 11). Resultan sobre todo de interés
los péptidos antihipertensivos que pueden contrarrestar el efecto adverso de la sal en
este tipo de producto.

En carne porcina el dipéptido Arg-Pro suprime mas del 60% de la actividad

enzimatica de la ECA a una concentracion de 25 uM [Sentandreu, 2007]. También los
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dipéptidos KA (ICso valor de 31,5 uM), AA (ICso valor de 51,4 uM) y GP (ICso valor de

66.0 uM) son inhibidores eficaces de la ECA, aunque en menor medida.

Tabla 11. Péptidos bioactivos de la carne y carne fermentada

Stadnik, J., Keska, P. (2015). Meat and fermented meat products as a source of bioactive peptides. Acta Sci. Pol. Technol. Aliment.,
14(3), 181-190. DOI: 10.17306/).AFS.2015.3.19

Table 1. Bioactive peptides generated from dry-cured meat products
(Spanish dry-cured ham)

Bioactivity Sequence’ ;I:V Reference
Antioxidative SAGNPN 558.55 Escuderoet al (2013b)
Antioxidative GLAGA 38744  Escuderoet al (2013b)
Antihypertensive AAATP 42947  Escudero et al. (2013a)
Antihypertensive KAAAAP 527.62  Escudero et al. (2014)
Antihypertensive AAPLAP 538.64 Escuderoet al (2014)
Antihypertensive KPVAAP 581.71  Escudero et al (2014)
Antihypertensive IAGRP 512.61  Escudero et al (2014)

Antihypertensive KAAAATP 628.72  Escudero et al. (2014)

“Source — porcine muscle.
**Search was carried out by interrogation of the Pepstats informatics database.

En los estudios de Escudero y col, a partir de jamdn curado espafiol se
identificaron péptidos con actividad de captacién de radicales libres y un potente péptido
antihipertensivo que indican el potencial del jamén curado espafiol como fuente natural
de péptidos con posibles beneficios para la salud [Escudero, 2013b; 2013a].

La actividades antioxidante y inhibidora de la ECA en los embutidos fermentados
como las salchichas, chorizos, resultaron mayores en el producto final que en la fase

inicial. Indicando que aumenta con el progreso del tiempo de maduracién [Vastag, 2010].

El colageno, proteina del tejido conectivo de los animales, es otra fuente de
criptidos funcionales estudiados por sus aplicaciones en la salud, especialmente en el
tejido 6seo y la regeneracion de tejidos [Banerjee, 2016].

Se conocen péptidos inhibidores de la ECA, constituidos por unos 10 -12
aminoacidos y una region C-terminal hidrofébica como en el caso de muchos otros
péptidos con esta bioactividad [Banerjee, 2016; Chalamaiah, 2012]. Diferentes péptidos se
han aislados de hidrolizados de animales marinos como el calamar, el bacalao del
pacifico, la raya, etc., donde se ha demostrado que poseen actividad inhibidora de la
ECA.
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Otras de las bioactividades estudiadas sobre los criptidos del colageno son la
capacidad de modulares procesos como la adhesion celular y la cicatrizacién de heridas
esta Ultima estudiada en péptidos liberados del tenddn de Aquiles bovino. Por ultimo,
estudio de hidrolizados obtenidos de los desechos del procesamiento del pescado o de
los residuos céarnicos de los mataderos, han permitido identificar criptidos con actividad

antioxidante en los vario tipos de colageno [Banerjee, 2015].

En las semillas del amaranto

Desde hace una década se han demostrados péptidos bioactivos encriptados en
las proteinas de amaranto [Nardo, 2020]. Las secuencias una vez liberadas exhiben
diferentes efectos fisiol6gicos como: el antihipertensivo, antioxidante, antiproliferativo /
antitumoral, antitrombético, antihemolitico, antimicrobiano, hipocolesterolémico,
hipoglucémico e inmunomodulador [Barrio, 2010; Orona, 2019; Martinez,2020; Nardo, 2020;
Suérez, 2020]. Uno de los efectos méas estudiadas es la actividad antihipertensiva. La
enzima ECA es una enzima, una carboxipeptidasa, unida a la membrana del endotelio
de los vasos y que requiere Zn'y Cl como cofactores. La ECA cataliza la conversion del
decapéptido de Angiotensina | (DRVYIHPFHL) en el potente vasoconstrictor, la
Angiotensina Il, eliminando dos aminoé&cidos en el C-terminal. La actividad hidrolitica de
los dominios de la ECA tiene especificidad de sustrato, por lo tanto, si se desea inhibir
la ECA, se deben buscar péptidos capaces de interactuar de forma especifica con la
enzima [Nardo, 2020].

Estudios in silico llevados a cabo en semillas de amaranto han demostrado existencia

de numerosos di y tripéptidos con actividad antihipertensiva [Silva-Sanchez,2008] y dos
tetrapéptidos como potenciales inhibidores competitivos de la ECA [Nardo, 2020].

Estudios in vitro demostraron que los hidrolizados obtenidos con diferentes proteasas

tenian capacidad inhibidora de la ECA diferentes. De forma especial se pudo ver que
con la enzima alcalasa era posible liberar péptidos bioactivos de las proteinas de
almacenamiento del amaranto [Ayala-Nifio, 2019] con un grado de hidrélisis del 74,77%
y con un 93,5% de inhibicion de la ECA [Nardo, 2020].

También se evaluaron péptidos obtenidos por la via de la fermentacion con cepas de
Lactobacillus casei y Streptococcus thermophilus [Ayala-Nifio, 2019b] demostrando que
se pueden usar proteasas de microorganismos para liberar péptidos bioactivos del
amaranto. Pero estas evidencias, no aclaran si la liberacién de los péptidos ocurre
realmente in vivo y en caso de ser liberados, cual es su biodisponibilidad para realizar

su funcién biolégica.
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Algunos estudios han hecho uso del proceso de digestion gastrointestinal simulado para
conocer la accesibilidad de los péptidos inhibidores de la ECA de amaranto. El estudio
de Vilcacundo y col. (2019) ha demostrado con este método que durante la digestion se
liberan péptidos con mayor capacidad inhibitoria, que estos péptidos son sensibles a las
enzimas pancredticas y que los valores de inhibicidon dependen del tipo de enzima usada
y de las condiciones experimentales. De los péptidos obtenidos, ocho contenian leucina,
prolina, valina, histidina o fenilalanina que podrian ser cruciales para ejercer el efecto
inhibidor de la ECA, pero no se llegd a conocer mas datos sobre su secuencia.

El efecto antihipertensivo de hidrolizados de Amaranto se ha demostrado in vivo en ratas
hipertensas (SHR) en las que la administracién intragastrica de los hidrolizados
peptidicos conseguia bajar los valores de la presién arterial de 140 a 100 mmHg de una
manera dependiente de la dosis [Fritz, 2011] confirmando asi los datos in vitro. Otros
resultados in vivo demostraron que la alimentacion de aislados de proteinas de
amaranto con caseina podia bajar la PA de 27mmHg en 4 semana en comparacion con
ratas alimentadas solo con caseina [Lado, 2015].

Otros estudios indican que la administracion de una emulsion a base de amaranto, con
o sin la adicién de VIKP (un potente péptido con actividad antihipertensiva) provoca una
reduccion de la PA sistolica de aproximadamente 42 y 35 mmHg y que la reduccion de
PA resultante es igual o mayor a la inducida por Captopril (35 mmHg), un conocido
farmaco inhibidor de la ECA. Los mismos autores también verificaron en estudio ex vivo
usando anillos de aorta toracica que los péptidos de amaranto tienen un efecto

vasodilatador no solo local sino a nivel de tejidos sobre la actividad contractil [Fritz, 2011].

Quiroga et al. (2017) estudiaron por primera vez la capacidad de los péptidos de
amaranto para inhibir la renina, esta es la primera de las enzimas del sistema RAS que
interviene y su inhibicién por tanto es clave en la regulacion de la PA. A diferencia de la
ECA, los estudios relacionados con la inhibicion de la renina son escasos, tanto en el
amaranto como en otros sistemas alimentarios. Finalmente, la inhibiciéon de la renina ha

demostrado ser otro mecanismo de accion de los péptidos de amaranto [Quiroga, 2017].

7.6  Criptidos antioxidantes

Péptidos antioxidantes en: suero leche
Otra funcion atribuida a los criptidos provenientes de la leche a parte de la

antihipertensiva descrita hasta ahora, es la actividad antioxidante que consiste en
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eliminar los radicales libres y quelar o inhibir las especies reactivas del oxigeno (como
iones de oxigeno, radicales libres y peroxidos) [Baez, 2021; Rodriguez, 2014].

Estudios anteriores habian indicado presencia de criptidos en la a-caseina de la
leche que tras hidrolisis mostraban actividad anti-radicales libres e inhibian la
peroxidacion de los lipidos [Rival, 2001; Suetsuna, 2000]. Péptidos antioxidantes se habian
encontrado también en hidrolizados de proteinas de pescado (Brachionus rotundiformis)
que presentaban capacidad antioxidante con el método de eliminacion de radicales
DPPH [Byun, 2009].

Existen también estudios en el suero de leche que han evaluado la presencia de
criptidos bioactivos [Baez, 2021]. El suero de leche representa la fraccion liquida de la
leche que se obtiene de la elaboracién del queso y es una fuente importante de
proteinas. Trabajos anteriores sobre proteinas de suero procesadas mostraban
contenidos altos de glutamilcisteina, dipéptidos con papel antioxidante que pueden
promover la sintesis de glutation, tripéptido endocelular importante protector celular del
dafio oxidativo [Parker, 2015; Bounous, 1991]. La a-lactoalbimina, asi como otras
proteinas del suero, contiene péptidos encriptados con diferentes propiedades y
ademas del efecto antioxidante demuestran también efecto antihipertensivo,
antidiabético, inmunomodulacién, antimicrobiano, opioide, antiviral, entre otros
[Corrochano, 2018; Kamau, 2010; Mann, 2018; Villadéniga, 2019; Worsztynowicz, 2020].
Estudios sobre péptidos de a-lactoalbumina obtenidos por hidrolisis enzimatica con
alcalasa y en ensayo de digestion gastrointestinal simulada, demuestran un aumento de
la actividad antioxidante [Fernandez-Fernandez, 2017 y 2018].

Recientemente Baez y col, 2021, han identificado, analizado, secuenciado y
estudiado los péptidos responsables de la capacidad antioxidante del hidrolizado de a-
lactoalbumina [Baez, 2021]. Para determinar la capacidad antioxidante in vitro, los
métodos quimicos utilizados han sido ORAC (Capacidad de Absorcién de Radicales
de Oxigeno), HORAC (Capacidad de Inhibicion de Radicales Hidroxilo) y ABTS
(acido 3-etilbenzotiazolin-6-sulfénico). Los péptidos de la a-lactoalblimina obtenidos
por hidrolisis con la enzima alcalasa tras separacion por HPLC, fueron caracterizados
bioquimicamente y analizados por espectrometria de masay, las secuencias resultantes
comparadas con las contenidas en bases de datos (sofware Mascot).

Tres nuevos péptidos han sido identificados, IWCKDDQNPH, KFLDDDLTDDIM
y DKFLDDDLTDDIM que se han sintetizado para testar la actividad antioxidante con los
métodos ABTS, ORAC y HORAC. De los 3 péptidos, el que ha mostrado la mayor
capacidad antioxidante por ABTS, ORAC y HORAC ha sido el IWCKDDQNPH con
valores de I1Cs0 (IC 0,015 + 0,002, 0,45 + 0,02 y 1,30 = 0,05 mg / ml) posiblemente
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relacionada con el tipo de aminoacidos de su secuencia. En la parte N-terminal de esta
se encuentra uno de los aminoacidos mas hidréfobos, la isoleucina (lle) y una prolina
(Pro) en otra parte de la secuencia [Baez, 2021]. Se ha informado que la presencia de
aminoacidos hidréfobos en un péptido esta relacionada con una fuerte capacidad
antioxidante [Cheng, 2010; Hernandez-Ledesma, 2008] 0 una mayor capacidad
antioxidante [Ayala-Nifio, 2019]. Estudios inherentes la relacion estructura / actividad han
demostrado que la presencia de ciertos aminoacidos, asi como su posicion dentro de la
secuencia peptidica, son los factores mas importantes sobre la actividad antioxidante
de un péptido [Hernandez-Ledesma, 2008].

Ademés de aminoacidos hidrofobos, se ha también descubierto que los péptidos
que contienen aminoacidos azufrados (Cys o Met), o con grupos aroméaticos (Phe, Trp
y Tyr) y la (His) son péptidos con fuertes propiedades antioxidantes. El grupo tiol en Cys,
el tioéter de la Met, el grupo indol en Trp, el grupo hidroxilo fendlico en Tyr y el grupo
imidazol en His, se oxidan con bastante facilidad [Matsui et al., 2018; Nwachukwu & Aluko,
2019]. El grupo -SH de la Cys presente en el péptido antes mencionado, IWCKDDQNPH,
tiene potencial antioxidante (la Cys es un donante de hidrogeno a través del grupo SH
o puede perder un electrén de su atomo de azufre) [Sarmadi & Ismail, 2010]. Por altimo,
el residuo de His de la region C-terminal del péptido, tiene actividad antirradical en las
reacciones oxidativas por su anillo imidazolico que actia como donante de proton
[Jakubczyk, 2020].

Se cree que el mecanismo antioxidante de péptidos que contiene His pueda estar
asociado con la captura de radicales lipidos peroxilo y la quelacion de iones metalicos

por parte del grupo imidazol de His [Nwachukwu & Aluko, 2019].

Péptidos antioxidantes en: insectos comestibles

Un estudio ha analizado la actividad antioxidante y antimicrobiana de dos
insectos adultos comestibles: Tenebrio molitor y Ulomoides dermestoides. Aunque el
consumo de insectos es una nueva tendencia alimentaria en la sociedad actual, en
ciertas culturas latinoamericanas, como en México, su consumo (saltamontes, hormigas
y gusanos) es muy arraigado [Veldkamp, 2019]. Los escarabajos Tenebrio molitor y
Ulomoides dermestoides de la familia Tenebrionidae tienen un interesante perfil
nutricional, alto porcentaje de proteina y / o alto contenido de acidos grasos (mono y
poliinsaturados), también son ricos en minerales como: cobre, hierro, magnesio,
manganeso, fosforo, selenio, zinc, vitaminas como: riboflavina, acido pantoténico,

biotina y acido félico [Siemianowska, 2013].
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El extracto proteico de los insectos digerido con proteasas de Aspergillus oryzae
se utilizé para evaluar la actividad captadora de radicales ABTS y para evaluar la
actividad antimicrobiana.

En la prueba de inhibicion de radicales ABTS se alcanzé un 100% de inhibicion
del radical ABTS con aproximadamente 0,4 mg / mL de proteina en el extracto digerido

de T. molitor y con 0,8 mg / mL de proteina para el extracto digerido de U. dermestoides.

Respecto a la actividad antimicrobiana se pudo comprobar que los hidrolizados
del extracto proteico de U. dermestoides y T. molitor eran capaces de inhibir el

crecimiento de algunas cepas de bacterias: P. vulgaris, S. flexnerii y Bacillus spp.

Péptidos antioxidantes en: residuos de la industria cervecera

El grano gastado cervecero (bagazos de cerveza) un residuo de la industria de
la cerveza (BSG) es fuente de nutrientes como carbohidratos, proteinas, lipidos,
fendlicos y minerales [Lynch, 2016] y se compone principalmente de la capa de cascara
pericarpio-semilla que cubre el grano de la cebada. El tipo de proteinas es representado
por albuminas, globulinas, hordeinas y glutelinas representando las hordeinas un 50%
de las proteinas del grano gastado. Debido a que las proteinas estan atrapadas en una
estructura de carbohidratos es necesario recurrir a procedimientos especiales para la
extraccion de proteinas. Los autores han demostrado que la generacion de los péptidos
se puede obtener por hidrolisis directa con carbohidrasas y alcalasas sin necesidad de
pasar por una extraccion alcalina. En los ensayos in vitro se ha demostrado la
bioactividad de muestras del grano gastado por hidrélisis directa y por extraccion
alcalina. En lineas generales, la actividad antioxidante (ORAC, FRAP y ABTS) de los
hidrolizado fue bastante similar en los dos tipos de extracciones, aunque habia
diferencias segun el ensayo y las enzimas proteoliticas utilizadas.

Se demostrd también actividad inhibidora in vitro de la enzima DPP-IV que fue
significativamente mayor en los hidrolizados con el método alcalino en comparacién con
los hidrolizados del método directo. Por altimo, se observé una reduccién importante en
la liberacién de interleucina-6 (mediador de la respuesta inmunitaria) [Connolly, 2019].

Nota: la enzima dipeptidil peptidasa IV (DPPIV), es responsable de degradar las

incretinas, unas hormonas intestinales secretadas tras la ingesta de comida y que estimulan la
secrecion de insulina.

Péptidos antioxidantes en: plantas medicinales

Unos autores, Taghizadeh y col, 2020, han estudiado las propiedades

antioxidantes y citotoxicas de criptidos derivados de plantas medicinales. Las plantas
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medicinales contienen compuestos terapéuticos para tratar muchas enfermedades entre
ellas el cancer [ Shoeb, 2006; Tang, 2018].

Tres plantas medicinales, Matricaria chamomilla (la manzanilla) Ziziphora
clinopodioides y Cressa cretica, fueron investigadas y los resultados mostraron que
todos los hidrolizados tenian actividades tanto citotoxicas como antioxidantes.

Se investigd el efecto citotoxico de hidrolizados tratados con pepsina y
pancreatina en condiciones de digestion gastrointestinal simulada in vitro. Se produjeron
péptidos que en todos los hidrolizados tenian actividades tanto citotdxicas como
antioxidantes. De forma especifica los hidrolizados de C. cretica poseian actividad
citotoxica contra la linea celular MCF-7 (una linea de células del cancer de mama) con
el IC50 de 135,21 g/ ml, y en el caso de los hidrolizados de M. chamomilla se encontr
gue presentaban 10 veces mas efecto de destruccion de células cancerosas bajo
condiciones de digestion gastrointestinal.

Respecto a la actividad antioxidante los resultados indicaron que los hidrolizados
de Z. clinopodioides y M. chamomilla mostraron propiedades antioxidantes a diferencia
de C. cretica.

7.7  Criptidos antimicrobianos y citotoxicos

En un trabajo realizado en leche de cabra se ha encontrado que péptidos
derivados de fracciones de caseina tenian efecto anticarcinogénico in vitro. La leche de
cabra resulta ser una leche con propiedades interesantes por ser de facil digestion por
sus globulos de grasa de pequefio tamafio, sus acidos grasos de cadena corta y por
mejorar el perfil colesterolémico [Haenlein, 1984; Ahmed, 2015]. Ademas, se reporta en
literatura que hidrolizados de las proteinas del suero de leche de cabra tienen actividad
inhibidora de la ECA, en particular la B-lactoglobulina [Hernandez ,2002] y otro trabajo ha
evidenciado propiedades antimicrobianas en péptidos de caseina [Park, 2009]. En este
trabajo se ha estudiado el efecto de péptidos encriptados de la leche de cabra con
bioactividad sobre células del cancer colorrectal (HCT 116).

Segun los resultados del estudio, los hidrolizado de caseina de leche de cabra tratada
con pepsina provocaba muerte celular apoptética en las lineas celulares HCT 116 y que
la tasa de muerte celular mas alta (80,92% de muerte celular) se encontraba en la
fraccion de caseina tratada con pepsina, aunque también se ha encontrado muerte
apoptética en células tratadas con tripsina y papaina. El estudio informa de diferentes

péptidos y sefala las bioactividades encontradas in silico sobre 5 de los péptidos
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bioactivos. Se ha descubierto que un péptido, CDELGIMIWQDF, tiene un inhibidor de la
ECA, antioxidante y con actividad inhibidora de la dipeptidil peptidasa IV. La secuencia
DYRWIAL tiene un inhibidor de la ECA, un antioxidante, un regulador del flujo de iones,
un inhibidor de la dipeptidil peptidasa IV y una actividad neuropéptida. La secuencia
QYPYQGPIVL tiene un inhibidor de la ECA, la dipeptidil peptidasa IV y la alfa-
glucosidasa, un antioxidante, un antitrombético, un estimulante de la captacién de
glucosay reguladora de la actividad de la membrana de la mucosa del estbmago. Se ha
descubierto que las secuencias QIMSSPWGEMYNIF y SSGLGNVPRPYQL tienen
actividad antioxidante y inhibidora de la dipeptidil peptidasa Il y la dipeptidil peptidasa
IV. La actividad anticancerigena de la caseina indica que se puede atribuir a estos 5
péptidos que, segun los autores, estaria ligada a cuestiones de metabolismo energético
de las células HCT 116 relacionadas al uso de la glucosa y la sintesis de ATP celular.

En general existen en literatura otras evidencias alrededor de los efectos de péptidos
derivados de la leche y de productos lacteos sobre el cancer colorrectal, sobre inhibicion
de la proliferacién celular o que el alto consumo de lacteos se asocia a la reduccion de
cancer colorrectal [Sharma, 2010; Aune, 2012; Norat, 2003; Cho, 2004; Roy, 1999].

La leche es una fuente de defensas naturales contra los microrganismos
patdgenos gracias a compuestos como lisozima, lactoperoxidasa y lactoferrina y a la
presencia de péptidos antimicrobianos. Estos Ultimos vienen producidos por el propio
organismo (p.ej., las defensinas) o se pueden liberar de proteinas de los alimentos por
accion de enzimas digestivas (p. €j., de proteinas de la leche). Se cree que los péptidos
antimicrobianos se insertan en la superficie bacteriana o de la membrana citoplasmética
creando poros o alterando su composiciéon y funcién o que puedan tener “objetivos
intracelulares” donde inhiben vias metabdlicas dafiando y llevando a destruccion la
célula microbiana [Brogden, 2005].

Un estudio ha analizado el efecto de un caseinomacropéptido (CMP) en la sobrevivencia
de células bacterianas (Escherichia coli) y de un probiotico (Lactobacillus rhamnosus)
en condiciones de ambiente acido y tratamiento con pepsina [Robitaille, 2012]. El
macropéptido era un fosfoglicopolipéptido (7 kDa) que se libera de la K-caseina durante
la digestidn de la leche y en la elaboracion del queso.

La acidez del estbmago es la primera barrera contra los patégenos y esta en funcion del
tipo y cantidad de alimentos ingerido y del tiempo pasado tras la Ultima comida
[Martinsen, 2005]. EI pH géstrico en ayunas es de 2 [Dressman,1990] pero puede

aumentar hasta un pH de 5 después de la ingestion de comida [Holzapfel, 1998].
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A pH 2, E. coli muere rapidamente, pero a pH 3,5 se puede llegar a observar una
viabilidad de E. coli superior al 50% [ Zhu, 2006]. Se ha calculado que entre un 20 y un

80% de E. coli podria sobrevivir sin ser inactivada por el pH bajo [Takumi, 2000].

El objetivo de este trabajo fue validar la eficacia in vitro del hidrolizado del macropéptidos
(bovino y caprinos) en la supervivencia de E. coli y de un probiético, Lactobacillus
rhamnosus en condiciones acidas de ambiente gastrointestinal. Se ha visto que el
macropéptido (CMP) tras digestion con pepsina muestra actividad bactericida en E. coli
a pH 3,5 y de manera dependiente de la dosis reduciendo la supervivencia del 90% en
15 min a 0,25 mg /mL. Por el contrario, a subidas de pH > 4,5 la actividad bactericida
desaparee. Esto indica que los péptidos bioactivos encriptados liberados del
macropéptido con la pepsina tienen efecto antibacteriano en E. coli en medio acido. El
fragmento responsable de esta actividad bactericida se situaria en la regién N-terminal
de K-caseina (106-124).

Sobre el L. rhamnosusal, se vio que el estrés acido del ambiente gastrico afectaba a la
sobrevivencia del probiético L. rhamnosusal pero que su sobrevivencia mejoraba en
presencia del CMP hidrolizado con pepsina que por lo visto mejoraba la resistencia del

probidtico al estrés acido.

Otros autores han estudiado la actividad antimicrobiana de péptidos derivados
de una proteina del suero, la lactoferrina de leche de ciervo [ref]. Desde un punto de
vista de la salud los conocimientos derivados del estudio de péptidos antimicrobianos
tienen valor como posibles alternativas a los antibiéticos que debido al excesivo uso han
creado un serio problema di resistencia [Wang, 2021].

En la lactoferrina se ha investigado la actividad antimicrobiana de dos péptidos
encriptados, la lactoferricina y lactoferrampina y su eficacia comparada con sus
homologos bovinos. Se comparé la actividad antimicrobiana de hidrolizados de
lactoferrina de ciervo y de hidrolizados de lactoferrina bovina in vitro sobre E. coliy sobre
L. acidophilus (como representante de bacterias probioticas). No obstante, la lactoferrina
de ciervo tenga una homologia de secuencia del 92% con la lactoferrina bovina, con
pocos aminoacidos diferentes, se observé que los péptidos obtenidos tenian actividades
diferentes.

El péptido de ciervo, lactoferricina, mostraba una fuerte actividad antimicrobiana
contra E. coliy L. acidophilus e inhibia mucho mas a L. acidophilus que la lactoferricina
bovina. En cambio, la lactoferricina y la lactoferrampina bovinas fueron més eficaces
contra E. coli [wang, 2021]. En este trabajo, los hidrolizados peptidicos de ciervos y
bovinos no solo inhibieron las bacterias patdégenas de los alimentos (por ejemplo, E.

coli), sino también las bacterias probioticas. Aunque ralentizaron el crecimiento de S.

54



aureus ninguno de los cuatro péptidos, lactoferricina y la lactoferrampina de ciervo y
bovino, fueron efectivos contra S. aureus [Wang, 2021].

La secuencia con motivo RRWQWR (Arg-Arg-Trp-GIn-Trp-Arg) con actividad
antibacteriana de la lactoferricina bovina tiene un motivo anfipatico, con una parte
hidréfila cargada positivamente por la presencia de Arg (carga positiva) y otra parte
hidréfoba tiene cadenas de Trp (hidrofébicos) [Chaparro, 2018]. Otra secuencia mas corta
RWQWR [Mendez, 2017] se ha encontrado encriptada tanto en lactoferricina de ciervo
como bovina. Se informa que los aminoacidos hidr6fobos y cargados positivamente son
importantes para la asociacion y penetracion de la membrana bacteriana.

La diferente actividad antibacteriana de los péptidos encontrada en ciervo
respecto a la bovina probablemente es debida a un niumero diferente de los residuos
hidréfobos y los cargados positivamente, que son los que intervienen en la penetracion
de las células bacterianas [Wang, 2021].

7.8 Criptidos con actividad opioide

Son conocidos en literatura criptidos derivados de proteinas lacteas que pueden
actuar como péptidos opioides 6sea ligandos que tiene afinidad para los receptores
opioides que se encuentran en las células del sistemas nervioso, endocrino,
inmunolégico y a nivel intestinal [Ul Hag, 2015; Park, 2015]. Los ligandos de los receptores
opioides pueden tener estructura peptidica o alcaloide. Los opioides de tipo peptidicos
pueden ser de origen enddgena y son derivados de encefalinas, endorfinas y dinorfinas.
Los de origen exbégena encontrados son derivados de proteinas de la leche y tienen
actividad agonista o antagonista. Se han identificado muchos péptidos opioides de las

proteinas de la leche tal como se muestra en la Tabla 12 [Park, 2015].

Tabla. 12

Major biologically active milk components and their functions

Milk precursors or Bioactive compounds Bioactivities observed
components
-, f-caseins Casomorphins Opiotd agonist (Decrease gut mobality, gastric emptying rate; increase amino acids

and electrolvtes uptake)
K-casein Caszoxing Opiotd antagonist
o-lactalbumin {o- Lactorphins Opioid agonist
La)

[-lactoglobulin (-
La)

Serum albumin Serorphin Opioid agonist

Lactoferrin Lactoferroxins Optotd antagonist

Tabla adaptada. Fuente: Park Y y col., 2015



Los péptidos opioides originarios de la $-caseina son llamados B-casomorfinas
y son opioides agonistas [Oliva, 2004] igual que los péptidos opioides a-caseina-
exorfinay lactorfinas, mientras que las casoxinas actian como opioides antagonistas
[Gobbetti, 2007; Meisel y FitzGerald, 2000].

Todos los péptidos opioides (endégenos y exdgenos) tienen un aspecto comun
en sus secuencias, cuentan con un residuo Tyr en el extremo amino terminal (excepto
la a -CN-exorfina, casoxina 6 y lactoferroxina B y C) y de un residuo aromatico, Phe o
Tyr, en la 32 0 42 posicion [Gobbetti, 2007].

De la B-caseina existen almeno 12 variantes genéticas que hace que tengan
aminoacidos diferentes. Es una proteina que al ser digerida libera péptidos bioactivos
conocidos como PB-casomorfinas (BCM) capaz de unirse a receptores opioide del
sistema nervioso central y que un exceso de consumo se asocia con incidencia de
mucosidad asma, alergia y diversos problemas fisiologicos y de salud. Un estudio ha
investigado los hidrolizados de B-caseina in vitro de vacas cruzadas Karan Fries (KF).
El objetivo fue investigar in vitro la liberacion de B-casomorfinas a partir de variantes de
B-caseina de KF mediante digestion gastrointestinal simulada (SGID) con enzimas
proteoliticas.

Un estudio sobre leche bovina ha demostrado que existen diferentes péptidos
encriptados en la secuencia de [3-caseina que son responsables de interactuar con las
células caliciformes del intestino y modular la expresion de la mucina intestinales. En
este estudio se buscé la secuencia de distintos péptidos derivado de la p-caseina y
como estos modulan la produccién de mucina intestinal. El gel del moco intestinal debe
sus propiedades a las mucinas secretadas, que son glicoproteinas de alto peso
molecular producidas por las células caliciformes del epitelio. Hasta la fecha, se han
identificado hasta 20 mucinas diferentes (MUC) en seres humanos y se han dividido en
dos clases principales: mucinas secretadas y asociadas a la superficie celular [Corfield,
2014].

Segun el articulo de Enjapoori y col. 2019, la leche materna proporciona
importantes nutrientes para el recién nacido, pero también sustancias de tipo
funcionales. Se sabe que la B-caseina, proteina de la leche materna que contiene
criptidos, es sujeta a protedlisis enddégena en la glandula mamaria que genera los
péptidos de B-casomorfina con efecto opioide en el recién nacido [Dallas, 2013] y otras
funciones para la salud del bebe [Dallas, 2014; Jarmolowska, 2007].

Datos en literatura indican una multitud de péptidos de 200 hasta alrededor de

600 péptidos derivados de la caseina y los resultados apuntan que el proceso
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proteolitico comienza en el seno materno y continla después con la digestion en el
estdbmago del bebé [Dallas, 2014].

Se han descrito diferentes proteasas de leche humana que incluyen: la plasmina,
elastasa, catepsina D, trombina, calicreina, citosol aminopeptidasa y carboxipeptidasa
B2 [Dallas, 2015; Guerrero, 2014; Khaldi, 2014; Holton, 2014; Demers, 2017] y es conocido
que hay diferencias de expresion de proteasas entre la leche a término y la del
prematuro [20]. Los péptidos de beta-casomorfinas tendrian origen en la region mediana
de la beta-caseina [Ferranti, 2004]. En particular la region de los aminoéacidos de 51 a
62 (Tyr-Pro-Phe-Val-Glu-Pro-lle-Pro-Tyr-Gly-Phe-Leu) es la zona que ha demostrado
ser responsables de las funciones fisiolégicas y la actividad opioide con el receptor
opioide u [Koch,1985; Kostyra, 2004].

A pesar de los numerosos estudios en la literatura, de datos in vitro y sobre
animales, segun los autores [Enjapoori, 2019], faltan estudios de caracterizacion de la
liberacion de estos péptidos durante la lactancia materna, necesarios ademas por
tratarse de “nutropioides”, 6sea péptidos opioides derivados de los alimentos”
importantes en la fisiologia de la nutricién y la salud del recién nacido [Duraffourd, 2021].
Ademas, muchos de los péptidos biolégicamente activos de la B-caseina de leche
humana estan ausentes en las formulas comerciales para lactantes a base de leche de
vaca [Wada, 2015].

En el estudio realizado por Enjapoori y col, se han identificados criptidos de -
casomorfina obtenido de muestras de leche materna de donantes, analizados mediante
técnicas cromatogréficas y de espectrofotometria de masas y, se han evaluado las
proteasas responsables de la hidrolisis con métodos in silico de prediccion
(EnzymePredictor). El andlisis peptidémico de las muestras de leche materna han
confirmado que existen proteasas naturales responsables de generar los criptidos de 3-
casomorfina a nivel de glandulas mamaria. En el estudio se han descrito presencia de
B-casomorfina-8, -9, -10 y -11 de leche materna humana y con caracteristicas
funcionales del tipo opioides, inmunomoduladoras, antioxidantes y de saciedad
importantes para los recién nacidos. En particular se ha demostrados por primera vez
que los péptidos -10 y -11 estan naturalmente presentes en la leche materna humana
confirmando que la protedlisis es un proceso que comienza dentro de la glandula

mamaria.
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Human beta-casomorphin peptides detected in human breast milk
| L |
Pretermbaby  Day 10 BCM-9, BCM-11
Mothers <37 weeks Day 20 BCM-8, BCM-11
Full term baby Day 37 BCM-11
Mothers >37 weeks Day 55 BCM-11
Day 68 BCM-10, BCM-11, Truncated
Day 90 BCM-8, BCM-9, BCM-11, Precursors, Truncated
Day 163 BCM-8, BCM-10, BCM-11, Truncated
Day 190 BCM-8, BCM-11, Truncated
Day 254 BCM-9, BCM-10
Day 459 BCM-10, BCM-11

Péptidos de B-casomorfina humanos de leche materna (Enjapoori, 2019)

Los péptidos de B-casomorfina humanos encontrados son similares, aungue no
idénticos a los de origen bovinos razén por la cual se cree que tengan funciones
bioactivas similares y que entonces tras su absorcion, una vez en sangre pueden llegar
a receptores en el cerebro y los tejidos periféricos donde pueden tener acciones
calmantes y del suefio asi como regular la gluconeogénesis intestinal y la saciedad al
unirse a los receptores p-opioides del cerebro del lactante [Enjapoori, 2019; Chabance,
1998; Duraffourd, 2012; Ermisch, 1983].

7.9 Criptidos con actividad antiinflamatoria

Entre los varios estudios encontrados hay un trabajo, Malinowski y col, 2014, que
reporta la identificacién de actividad antiinflamatoria en hidrolizados de B-caseina. Para
la identificacion de los péptidos responsables de la actividad antiinflamatoria se utilizé
B-caseina bovina que fue sometida a protedlisis con tripsina y los péptidos resultantes
analizados e identificados por HPLC espectrometria de masa y analisis de simulacion in
silico. En los procesos inflamatorios interviene un factor llamado factor de transcripcion
NF-kB que actua como un mediador molecular del proceso inflamatorio. El factor de
transcripcion NF-kB una vez activado, puede inducir la transcripcion de varios genes y
asi regular el proceso inflamatorio.

Se gener6 por transfeccion una linea celular NFkB sobre las cuales se probo el
potencial antiinflamatorio de los criptidos de B-caseina. En particular se identificod un
péptido de P-caseina (f184-202) y secuencia DMPIQAFLLYQEPVLGPVR como
responsable de las propiedades antiinflamatorias. Este péptido se encuentra en una
region de la proteina que contiene mas secuencias que se superponen y que ejercen

otros efectos bioldgicos [Meisel, 2004]. A estas regiones multifuncionales de la caseina
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o de otra proteina se les llaman «regiones estratégicas», unas zonas que ademas

resultan protegidas por presentar una degradacion proteolitica parcial [Meisel, 1997].

7.10 Criptidos con actividad en la diabetes y la obesidad

El articulo de Chelliah y col., 2021, proporciona algunos conocimientos sobre el
papel de los péptidos bioactivos en la diabetes y la obesidad.

La obesidad es una condicibn que a menudo puede estar asociada con un
aumento del riesgo de tener diabetes tipo 2, de padecer enfermedades cardiovasculares
(ECV), apnea del suefio, osteoartritis y depresion [Luppino, 2010] un conjunto de
desérdenes conocidos como sindrome metabalico.

Se conoce de péptidos de diversas fuentes alimentarias tienen propiedades
contra la obesidad y la diabetes de tipo 2 [Chelliah, 2021; de Zani, 2018].

A nivel metabdlico se deben mencionar 2 hormonas que intervienen en el
proceso digestivo y que tienen un papel importante en el desarrollo de la diabetes tipo
2: a-glucosidasa y dipeptidil peptidasa IV (DPP-1V) y que tienen interés terapéutico
[Moore, 2010].

La a-glucosidasa, enzima presente en las células epiteliales de la pared del
intestino delgado, permite la absorcion de la glucosa después de las comidas por tanto
su inhibicién reduce la absorcion de glucosa y la hiperglucemia post-prandial.

La dipeptidil-peptidasa IV (DPP-1V) es una enzima que actla sobre unas
hormonas producidas después de las comidas, las incretinas (Glp-1), que son las que
se encargan de mantener baja la glicemia en cuanto estimulan la secrecion de insulina.

Por tanto, la inhibicion de la actividad de estas 2 enzimas podria ser una
importante estrategia en el control de la diabetes tipo 2.

Estudios en la leche y otros alimentos han demostrado ser fuente natural de

criptidos antidiabéticos por tener actividad inhibidora de la a-glucosidasa y de la DPP-
IV [ Marquart 2010], [ Lia, 2011] [Auestad, 2021], regulando los niveles de glucosa en

sangre como se muestra en la Figura 14.
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Bioactive peptides, inhibit key enzymes involved in diabetes—DPP IV, a-amylase, and o-

glucosidase, which results in the antidiabetic activity mainly by promoting insulin signaling and

the AMPK signaling pathway (Chelliah et al, 2021)

El huevo es otro alimento donde se han descrito péptidos encriptados con
efectos antidiabéticos y antiobesidad.

Un estudio in vitro de hidrolizado de la clara de huevo suministrado en roedores
ha encontrado que reduce la grasa, disminuye la concentracién de glucosa en sangre,
reduce el fenédmeno de la resistencia a la insulina sin alterar las concentraciones en
sangre de leptina y los niveles de adiponectina [ Garcés, 2016].

La leptina es una hormona producida en el tejido adiposo que comunica al
cerebro (a receptores del hipotalamo) que existe tejido adiposo suficiente y provoca
entonces una reduccion en las ingestas de alimentos y aumento del gasto energético;
la adiponectina es también una hormona sintetizada por el tejido adiposo que participa

en el metabolismo de la glucosa y los acidos grasos [Anaia, 2004].
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Preparados de clara de huevo con proteasa y pepsina reducen en las ratas el
nivel de grasa corporal cuya acumulacion puede provocar el fenébmeno de resistencia a
la insulina y en consecuencia diabetes de tipo 2 [Chelliah, 2021].

También que la suplementacién de clara de huevo tratada con proteasa en la
dieta reduce el indice de actividad de la SCD en el suero, en musculo y en higado de
los roedores. La estearoil-CoenzimaA-desaturasa (SCD) es una enzima que regula el
contenido de acidos grasos y algunos autores indican que la enzima SCD tienen un rol
principal en el desarrollo del sindrome metabdlico [Ochiai, 2017]. En resumen, la clara de
huevo ha demostrado propiedades antidiabéticas in vivo por la reduccién de
acumulacién de grasa ectopica en el higado y el musculo, conducir a la pérdida de peso

y mejorar la sensibilidad a la insulina [Requena, 2017].

La soja también presenta criptidos beneficiosos para la salud. En estudios in
vitro se han evaluado los efectos de hidrolizados de proteinas de la soja contra diabetes
y obesidad. Hidrolizados de soja con pepsina aumentan la secrecion de adiponectina
(hormona del tejido adiposo que activa la quema de grasa) de forma dependiente de la
dosis y se observa una mejora en la captacion de glucosa [Aoyama, 2000].

Células embrionarias tratadas con hidrolizado de soja presentan una mayor
lipolisis. El hidrolizado obtenido con la enzima alcalasa, reduce la acumulacién de la
grasa y regula de forma negativa a enzimas involucradas en la captacion de los lipidos
y sintesis de nuevo acidos grasos. Un hidrolizado de soja obtenidos solo con enzimas
naturales (pepsina + pancreatina) produce efectos similares, aunque en menor medida
[Kwak, 2012].

Otra actividad indicada en la soja es la de inhibicién de DPP-IV con valor de CI50
de 106 uM relacionable a uno de los péptidos de secuencia IAVPTGVA. La dipeptidil
peptidasa-4 (DPP-1V) es enzima humana encargada de degradar de forma muy rapida
las incretinas (hormonas gastrointestinales liberadas tras la ingesta de alimentos). La
inhibicién de la DPP |V determina un aumento del nivel de incretinas que son las que
ejercen la accién antihiperglucemiante en la sangre [Bhathena, 2002].

Estudios in vivo han evaluado el efecto de criptidos de proteinas de soja en la
diabetes y obesidad en particular han demostrado que el hidrolizado de soja puede
modular el metabolismo de la glucosa y reducir el peso corporal [Chelliah, 2021].

Estudios previos han informado que la aglicina, un péptido bioactivo natural
aislado de la soja con 37 aminoacidos y resistente a la accion de las enzimatica
digestivas, tiene potencial antidiabético. El péptido aglicina regula la homeostasis de la
glucosa. La administracion oral de la aglicina (a dosis de 50 mg/kg/dia durante 4

semanas) a ratones diabéticos expuestos a dietas alta en grasas, mejora la captaciéon
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de glucosa muscular debido al aumento de la fosforilacion de receptores de la insulina.
El hecho de haber encontrado aglicina intacta (37 aminoacidos) en muestras de sangre
de ratones, hace suponer que el péptido probablemente se absorbe practicamente
intacto [Lu, 2012].

7.11 Criptidos con actividad antitrombética

En un trabajo publicado por Parkery col. (2015) se indican péptidos que reducen
o inhiben la formaciébn de coégulos sanguineos. El caseinomacropéptido o
caseinoglicopéptido (CMP), un glicopéptido que se produciria de la k-caseina después
de cuajar la leche para hacer el queso, inhibe la agregacion de las cadenas de
fibrindbgeno y de las plaguetas en la sangre [Fiat, 1993]. Se han encontrado péptidos
antitrombaticos derivados del caseinoglucopéptido humano y bovino en el plasma de los
recién nacidos de 5 dias de edad después de la lactancia [Cabance, 1998]. Los péptidos
llamados Casoplatelinas (algunos son fragmentos de la k-caseina) o el fragmento de
lactoferrina (Lys-Arg-Asp-Ser-Glu-Arg-Lys-Arg-Asp-Ser) [Rodriguez 2014] influyen en la
funcion de la coagulacion, inhibiendo tanto la agregacion de plaquetas como la unién de
la cadena de fibrinbgeno a la superficie de las plaquetas [Jolles, 1986]. El
caseinoglucopéptido derivado de caseinas de oveja reducia la agregacion de plaguetas
inducida por trombina y colageno de forma dependiente de la dosis [Qian, 1995].

7.12 Criptidos con otras actividades

Binding de minerales. En literatura se reportan péptidos con capacidad de unién
a minerales, unos fosfopéptidos o caseino-fosfopéptidos (CCP) derivados de a -y B-CN.
Estos péptidos, que pueden ligar diferentes minerales, forman compuestos solubles
estables especialmente con los iones Ca de alrededor de 1 mol de CPP puede unir 40
mol de Ca [Meisel y Olieman, 1998; Schlimme y Meisel, 1995] de esta forma permiten
aumentar la absorcion de este mineral y limitar su precipitacion en el ileon [Korhonen y
Pihlanto, 2007b; Park, 2015]. Caracteristica comun de todos los CCP son: presencia de
regiones fosforiladas y de un motivo conservado en su secuencia, 3 fosfo-serinas
seguidas de 2 glutamicos (Ser(P)-Ser(P)-Sr(P)-Glu-Glu). Las cargas negativas de los
fosfatos representarian el sito de binding con los minerales [Gobbetti, 2007; Parker, 2015].

Péptidos hipocolesterolémicos. Se ha informado de péptidos obtenido por
hidrolisis de B-lactoglobulina capaces de inhibir la reabsorcion de los acidos biliares en
el ileon y que de esta forma pueden disminuir el nivel de colesterol en sangre. Un péptido

de secuencia, lle-lle-Ala-Glu-Lys, mostré un efecto hipocolesterolémico [lwami, 1986;
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Nagoaka, 2001, Parker, 2015]. Otros péptidos bioactivos que han sidos descritos son

algunos factores de crecimiento y péptidos supresores del apetito [Parker, 2015].

8. Discusioén

Unos de los objetivos de esta revision era explorar la literatura cientifica
publicada en los ultimos 10 afios sobre péptidos encriptados en los alimentos. Tras la
revision de la bibliografia se ha podido comprobar que es una linea de investigacion
muy activa con constantes aportaciones sobre el tema, y que ha permitido conocer los
nuevos avances.

Los péptidos encriptados de los alimentos, no obstante, tienen algunas
caracteristicas comunes en la variedad de secuencias y de funciones. Vienen descritos
como péptidos cortos, en muchos casos de 2 - 3 y hasta 20 residuos y con un peso
molecular de menos de 6000 Da [Sarmadi, 2010]. Son capaces de ejercer una o varias
funciones bioldgicas tras su liberacién in vitro por fermentacién (hidrélisis catalizada por
proteasas), tratamiento quimico [Yang, 2019] o in vivo durante la digestién
gastrointestinal [Hernandez-Ledesma, 2014]. Pueden ofrecer resistencia a la digestion
proteolitica si en su secuencia presentan aminoacidos de prolina [Dominguez, 2014;
Tzakos, 2003; Wada, 2017].

En esta revisiébn se ha informado sobre la presencia de estos péptidos en
diferentes fuentes y se puede decir que son elementos con una amplia distribucion en
los alimentos encontrandose naturalmente presentes tanto en las proteinas vegetales
como en las proteinas animales. Los péptidos encriptados mas estudiados y objeto de
esta revision provienen de las proteinas de la leche y lacteos, huevo, semillas,
vegetales, carne, plantas medicinales. Una gran parte de los estudios revisados son
inherentes a productos de origen lacteo, pero se constata el interés para estudiar
propiedades funcionales de alimentos de otras fuentes como la vegetal y la animal tanto

de céarnica como de pescado.

Su caracteristica principal es que su funcionalidad se mantiene inactiva mientras
esta su secuencia encriptada en la secuencia de la proteina nativa. En condiciones
fisioldgicas es por tanto necesaria la accion proteolitica de las enzimas digestivas o de
las enzimas microbianas para que puedan convertirse en forma activas y ejercer las
propiedades beneficiosas para la salud.

A lo largo de esta revision se han descrito funciones como la antihipertensiva, la

antioxidante, antimicrobiana, hipocolesterolémica, inhibicion de DDP 1V,
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inmunomoduladora, antinflamatoria, opioide, citotdxica, estimulante de la mucosidad
intestinal, crecimiento 6seo, salud del recién nacido. En algunos casos estos péptidos
demuestran un caracter «multifuncional» en cuanto un mismo péptido engloba en su
estructura secuencias de aminoacidos con diversas funciones [Ashok, 2019; Cakir, 2021].
Son péptidos que presentan varios aminoacidos hidro6fobos que en ocasiones tienen
relaciébn con su capacidad antioxidante [Baez, 2021]. Pueden presentar un motivo de
secuencia anfipatico, con una parte hidroéfila positiva y otra parte hidréfoba y que los
residuos hidréfobos cargado positivamente sirven para el anclaje en la membrana de
los microrganismos y provocar su muerte.

Sobre la metodologia empleada en las investigaciones, los estudios in vitro son
la estrategia mas utilizada seguida por los estudios in silico y los estudios in vivo, aunque
se desconoce si en una revision a escala mayor estos datos seguirian siendo
representativos. Los estudios in vivo son realizados en ratas y ratones y la bibliografia
referente a estudios en humanos es escas. Se sabe que otras bases de datos reportan
publicaciones de estudios clinicos, asi como de alguna revision sistematica, como por
ejemplo un trabajo sobre los “lactotripéptidos” de leches fermentadas en sujetos
hipertensos japoneses [Chanson-Rolle, 2015].

En algunos casos [Ji, 2020] las propiedades funcionales de los péptidos han sido
estudiadas in silico donde se ha expuesto la secuencia de la proteina a hidrolisis
enzimatica por ordenador para simular asi la liberacién de péptidos. De esta forma se
han podido estudiar las propiedades moleculares de los péptidos y la afinidad molecular
(molecular docking) con la enzima (la ECA) y comparar sus similitudes con conocidos
farmacos antihipertensivos (Captopril o Aliskiren) [Ji, 2020; Fritz, 2011].

En cuanto al tipo de evidencias biolégicas encontradas, la actividad
antihipertensiva es la que mas frecuencia de estudios tiene en esta revision seguida por
la actividad antioxidante.

El papel de los péptidos encriptados puede ser mas complejo de lo que se
observa in vitro. Se ha demostrado que el papel de los péptidos antihipertensivos no se
limita a inhibir la actividad de la ECA y que pueden llegar a modular el tono vascular
induciendo vasorelajacion en los anillos aortico in vitro. Existe por tanto mas
mecanismos que subyacen al control de la presion arterial por parte de estos péptidos
[Ozorio, 2020], [Fritz, 2011].

Aunque muchos de los péptidos encriptados antihipertensivos provienen de los
lacteos (leche vaca, oveja, cabra, camello, ciervo), también son presentes en otras
fuentes de alimentos como las proteinas de almacenamiento de las semillas de
amaranto, semillas de linaza, en cereales, legumbres, en proteinas carnicas, huevo,

ciervo, etc [Nardo, 2014; Ji, 2020; Stadnik, 2015; Zambrowicz, 2014; Haines, 2019]. Resulta
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bastante sorprendente observar que existe un amplio repertorio de péptidos encriptados
en proteinas de alimentos muy diversos, resultando ser su presencia bastante
ubiquitaria.

Estos péptidos demuestran también una amplia variedad de bioactividades y en
ocasiones péptidos de fuentes diferentes pueden llegar a tener unas mismas secuencias
peptidicas y unas mismas funciones como también diferentes secuencias para una
misma funcién [Stadnik, 2015; Dominguez, 2014]. Es evidente que cuanto mas corta llega
a ser la secuencia mas probabilidad hay de compartir un mismo tipo de secuencia
peptidica y de funcion.

En cuanto al lugar de transformacion de los péptidos en el tracto digestivo, los
péptidos de origen lacteo parecen ser preferiblemente digeridos en el estbmago y la
parte proximal del intestino delgado [Wada, 2017] a excepcion de los péptidos que
contienen prolina en su secuencia, como los derivados de la (B-caseina, que son
resistentes a la protedlisis y pueden llegar a la parte distal parcialmente digeridos [Wada,
2017].

Otro aspecto para resaltar son las enzimas proteoliticas (proteasas), que
descomponen las proteinas en aminoacidos o péptidos y que tienen un papel muy
importante. Ademas de las proteasas producidas por el sistema digestivo (tripsina,
pepsina, etc), las proteinas pueden ser degradadas por proteasas de células
bacterianas. En un trabajo sobre queso scamorza se concluyé que solo algunas cepas
de Bifidobacterium son las responsables de controlar el proceso proteolitico y de generar
péptidos encriptados bioactivos con funcion antihipertensiva [Albenzio, 2015]. En cambio,
en las semillas de amaranto se ha demostrado presencia de actividad antihipertensiva
utilizando bacterias lacticas de la especie de Lactobacillus y se ha concluido que, segln
la especie de bacteria, de sus enzimas y del tiempo de duracion de la hidrélisis, es
posible obtener diferentes grados de inhibicién de la ECA [Sanchez-Lopez, 2021].

Otra actividad que cabe mencionar es la actividad anticancerigena de
hidrolizados de leche de cabra. La bioactividad testada sobre células del cancer
colorrectal (HCT 116) ha demostrado una tasa de muerte celular de un 80,92% inducida
por parte de los hidrolizados de caseina de leche de cabra [Cakir,2021]. Existen en “la
literatura” mas evidencias que indican que un alto consumo de lacteos se asocia a una
reduccion de cancer colorrectal y sobre inhibicion de la proliferacién celular en el cancer
colorrectal [Sharma, 2010; Aune, 2012; Norat, 2003; Cho, 2004; Roy, 1999].

Respecto al efecto antioxidante de criptidos de origen céarnico, ain no se conoce
el mecanismo exacto antioxidante realizado por los péptidos. Se supone que tiene que
ver con la capacidad de captar radicales libres y especies reactivas del oxigeno (ROS),

inhibicion de peroxidos y quelacién de metales y que estaria relacionado con la
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hidrofobicidad y otras caracteristicas propias de algunos aminoécidos [Baez, 2021].
Péptidos antioxidantes que han sido descrito en suero leche, en insectos comestibles y
hasta en la carne fermentadas. En este Ultimo caso péptidos bioactivos se generan
durante el proceso de conversion de la carne en jamon curado o salchichas fermentadas
y su cantidad es mayor en el producto final. [Arihara, 2008].

Otro de los efectos estudiados es el efecto opioide que poseen algunos de los
péptidos encriptados, en particular se ha informado que la B-caseina de la leche materna
resulta ser hidrolizada en la misma glandula mamaria (antes de ser digerida por el bebé)
generando péptidos de [B-casomorfinas con efecto opioide y péptidos con otras
funciones para la salud para el recién nacido con actividades inmunomoduladoras,

antioxidantes y de saciedad [Enjapoori, 2019].

9. Aplicabilidad y nuevas lineas de investigacion

En la literatura existente sobre el tema, se ha comprobado que la terminologia
utilizada en los distintos estudios no es consistente. En el caso concreto de los criptidos
de alimentos algunos autores se refieren a ellos como secuencias encriptadas, otros
como fragmentos cifrados o péptidos ocultos y a veces son simplemente péptidos
bioactivos, pero estan indicando basicamente los mismo, la cual cosa, en una busqueda,
no permite identificar enseguida toda la literatura existente. Ademas, en las palabras
claves de los articulos tampoco se hace uso de estos términos y solo aparecen palabras
como bioactive peptide y a veces, ni siquiera estas y solo se menciona algo relacionado
con la funcion del péptido como opioid peptide o ACE inhibitor por ejemplo, pero, siguen
siendo criptidos de alimentos.

Esto es algo que puede ser un factor limitante, de hecho, esta revision trata de
forma especifica sobre criptidos o péptidos encriptados, y por ello no incluye a los demas
articulos sobre péptidos bioactivos de alimentos que no contiene estos términos. Esta
dificultad en la rastreabilidad hace pensar que haria falta un cierto consenso entre los
principales actores sobre el tema para que en los trabajos sobre alimentos haya un
denominador comun incluyendo estos términos por lo menos en las Keywords.

Una aplicacion que podria ser de utilidad para eventualmente mejorar la
trazabilidad de esta gran familia de péptidos bioactivos seria la creacion de una base
de datos exclusiva para criptidos de alimentos. El espectro de actividades y las
secuencias que se esconden en los péptidos encriptados de los alimentos es amplio y
posiblemente queda mucho recorrido para conocer en el futuro. Tener la oportunidad de

dedicar de forma exclusiva un sitio web con una base de datos (BBDD) depositaria de
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las secuencias y las referencias bibliograficas de criptidos de alimentos facilitaria la
trazabilidad y hasta incluso se podria referenciar en el mismo articulo.

Algunas de las BBDD existentes engloban todos los péptidos bioactivos como es
el caso de algunos de los siguientes ejemplos: BIOPEP-UWM, PeptibeDB o StraPep
(Tabla 13 ) alguna contienen del orden de 4000 y otra hasta mas de 20000 registros de
péptidos pero, alli estan todos, los biopéptidos enddégenos producidos por el organismo,
mezclados con los biopéptidos exdgenos de fuente No-alimentarias y los biopéptidos de
alimentos (criptidos de la leche, de la carne, etc). Otra BBDD consultada de reciente
creacion (2019), FeptideDB parece integrar biopéptidos de fuentes alimentarias, pero no

permite comparar o buscar secuencias.

Tabla. 13: Listado de algunas BBDD disponibles sobre péptidos bioactivos

Base de datos de secuencias de péptidos biolégicamente activos

No.
péptidos
Nombre Tipo bioactivos URL Ref
Base de datos de i ; Wang, 2018
StraPep estructuras de péptidos 3.791 thp.//|syslab.mfo/StraPep/browse_cIas
bioactivos S-php
Con péptidos de Liu, 2008
sefializacién naturales,
PeptibeDB origen animal, tipo 20.027 http://www.peptides.be/
citocinas, fact.crecimiento,
hormonas, etc
] Péptidos bioactivos a partir http://www4g.biotec.or.th/FeptideDB/ ~ Panyayai, 2019
FeptideDB  de proteinas alimentarias ND
Base de datos de péptid :/Ibi i
BIOPEP bi?)zecti\fosa os de péptidos 3.681 https://biochemia.uwm.edu.pl/metach Minkiewicz, 2019

emibio/amino-acids-and-peptides/

Pero hay mas razones, a parte la de permitir una mejor trazabilidad y usabilidad
de la informacion, crear una BBD o quizas algo mas complejo como una plataforma para
criptidos con sus aplicaciones, es tener controlado uno de los principales factores
externos que afecta a nuestro organismo y a nuestra salud. Los criptidos son una
brillante estrategia de la naturaleza, unas pequefias pildoras de beneficios que viajan
dentro de las proteinas. No son farmacos, pero son naturales y pueden modificar o
intervenir en el funcionamiento del organismo y sobre todo estamos expuestos a su
contacto a diario con las comidas.

Para concluir, una linea de investigacion interesante a la que se podria aspirar
seria cuantificar desde un punto de vista bioquimico y nutricional el perfil de
bioactividades que se pueden llegar a generar al ingerir un tipo de alimento o un tipo de

dieta, como por ejemplo la dieta mediterrdnea, la dieta vegetariana, etc.
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Llegar a conocer el perfil potencial de los biopéptidos que pueden estar presente
cuando comemos una hamburguesa, un vaso de leche, o una comida completa, ayudara
a la ciencia de la nutricion y la médica para saber lo que comemos y como nos podemos

beneficiar.

10. Conclusion

El objetivo de esta revision era hacer una investigacion para conocer los avances
cientificos sobre péptidos bioactivos encriptados en alimentos en el dltimo decenio y
sobre ello se ha informado en este trabajo de fin de master.

La informacion consultada ha permitido informar sobre aspectos como la
distribucion de los péptidos encriptados en la naturaleza en especial su presencia en los
alimentos vegetales, lacteos, carnicos, etc.

Comprender aspectos inherentes a sus posibles mecanismos de accién,
informando sobre la «multifuncionalidad» de algunos péptidos antihipertensivos que
ademas de ser inhibidores enzimaticos intervienen en la regulacién del tono vascular;
conocer el efecto local del aparato digestivo sobre las proteinas y saber que la digestion
de las proteinas lacteas ocurre entre el estbmago y la parte inicial del intestino delgado
dejando parcialmente digeridos los fragmentos que contiene prolina; que la flora
microbiana o el uso de alimentos fermentados (leches fermentada como el yogur, queso
la carne fermentada, jamon, etc) tiene un papel importante en la generacién de péptidos
funcionales con beneficios para la salud; que en la lactancia proteinas de la leche
materna (caseina) llega al bebé en formado predigerido como péptidos de B-

casomorfinas que ejercen un efecto opioide entra otras funciones en el recién nacido.

La literatura revisada no ha permitido profundizar en el conocimiento de
eventuales hipoétesis sobre el posible significado biolégico de estas secuencias

encriptadas dentro de estructuras proteicas: funcional o evolutivo.
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Bases de Datos

B-casomorfinas
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Cisteina

Caseina
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Enzima Convertidora de Angiotensina
Histidina

Concentracion (de péptido) que inhibe al 50% de actividad (de la enzima ECA)
Isoleucina

Presidn arterial

Presidn arterial sistdlica

Presidn arterial diast6lica

Dipeptidil peptidasa IV

HORAC Capacidad de Inhibicién de Radicales Hidroxilo

ORAC

SGID

SRA

SHR

Capacidad de Absorcion de Radicales de Oxigeno
Simulacion de Digestion Gastrointestinal
Sistema Renina-Angiotensina

Ratas Espontdneamente Hipertensas
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12. ANEXO |
Titulo Afio Autor Enlace /Doi Alimento Proteina Efecto bioldgico Tipo estudio

Meat and fermented meat Stadnik J, Keska P.Acta Sci Pol Technol Carne/ Carne Proteinas carnicas Antihipertensivo in vitro
é products as a source 2015 Stadnik Aliment. 2015 Jul-Sep;14(3):181-190. doi: fermentada Antioxidante
2 | of bioactive peptides. 10.17306/J.AFS.2015.3.19.PMID: 28068025
- Review

Egg yolk proteins Zambrowicz A, Dabrowska A, Bobak t, Huevo Proteinas yema de : Antihipertensivo in vitro
s and peptides with biological Szottysik M.Postepy Hig Med Dosw huevo Antioxidante
2 activity. 2014 Zambrowicz (Online). 2014 Dec 24;68:1524-9. doi: (fosvitina; Antimicrobiana
= 10.5604/17322693.1133600.PMID: 2583409 lipoproteinas; Crecimiento 6seo

5 Review livetina)

Amaranth as a Source of Nardo AE, Suérez S, Quiroga AV, Aiién Amaranto Proteinas de Antihipertensivo in silico
é Antihypertensive Peptides 2020 Nardo MC. Front Plant Sci. 2020 Sep 25;11:578631. almacenamiento in vitro
2 doi: 10.3389/fpls.2020.578631. eCollection (globina) in vivo
- Review

The antihypertensive effect of Dominguez Gonzéalez KN, Cruz Guerrero Leche fermentada : Proteinas dela Antihipertensivo in vivo

fermented milks AE, Marquez HG, Gémez Ruiz LC, Garcia- leche (ratas)
;8 } Garibay M, Rodriguez Serrano GM. Rev (en humanos)
= 2014 Dominguez ) )
2 Argent Microbiol. 2014 Jan-Mar;46(1):58-
B 65. doi: 10.1016/S0325-7541(14)70050-

1.PMID: 24721277 Review



https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/28068025/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/28068025/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/28068025/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/25834095/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/25834095/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/25834095/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/24721277/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/24721277/

overweight and obesity;
biologically active peptide

10.3305/nh.2014.29.1.6990.PMID: 2448395
7 Review

Hipocolesterolémico,
Hipolipemiante

Titulo Afio Autor Enlace /Doi Alimento Proteina Efecto biolégico Tipo estudio
Invited review: Fermented milk Beltran-Barrientos LM, Hernandez- Leche fermentada | Proteinas de la Antihipertensivo in vitro
as antihypertensive Mendoza A, Torres-Llanez MJ, Gonzalez- leche in vivo
é functional food. 2016 Beltran- Cérdova AF, Vallejo-Cordoba B.J Dairy Sci. (ratas SHR)
2 Barrientos 2016 Jun;99(6):4099-4110. doi:
- 10.3168/jds.2015-10054. Epub 2016 Feb
28.PMID: 26923047 Review
Antihypertensive peptides fro Aluko RE. Annu Rev Food Sci Technol. Alubia Proteinas de Antihipertensivo in vitro
m food proteins. 2015;6:235-62. doi: 10.1146/annurev-food- | Alga semillas vegetales in vivo
022814-015520.PMID: 25884281 Review Arroz
Cafamo
§ Cereza
3 2015 Aluko Ciruela
= Guisante
Lentejas
Patata dulce
Soja
Trigo
Dietary bioactive compounds Herrera Chalé F, Betancur Ancona D, Varias fuentes Varias fuentes Antihipertensivo, in vivo (ratas)
§ with potential in preventing Herrera Segura Campos MR. Antitrombético, in vitro
é pathologies related with 2014 Chalé Nutr Hosp. 2014 Jan 1;29(1):10-20. doi: Hipoglucemiante, in vivo (ratones)

in vitro /in vivo

in vivo (ratones)
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https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/26923047/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/26923047/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/26923047/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/25884281/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/25884281/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/24483957/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/24483957/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/24483957/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/24483957/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/24483957/

Titulo Ao Autor Enlace /Doi Alimento Proteina Efecto biolégico Tipo estudio
Discovery, synthesis, and in Ashok A, Brijesha N, Aparna HS. Eur J Med Leche Proteinas del Antihipertensivo in vitro
s vitro evaluation of a Chem. 2019 Oct 15;180:99-110. doi: calostro o leche Inhibicién de DPP-IV
8 | = | novel bioactive peptide for 2019 Ashok 10.1016/j.ejmech.2019.07.009. Epub 2019 precoz de bufalo
= | ACE and DPP-IV inhibitory Jul 3.PMID: 31301567
activity.
2 Dietary bioactive peptides: Bouglé D, Bouhallab S. Crit Rev Food Sci
'S | Human studies. Nutr. 2017 Jan 22;57(2):335-343. doi:
°f & 2017 Bouglé 10.1080/10408398.2013.873766.PMID: 260 - - - -
T
Z° 67872 (Review)
Physicochemical Ji D, Xu M, Udenigwe CC, Agyei D. CurrRes | Lino Proteinas de Antihipertensivo in sifico
characterisation, molecular Food Sci. 2020 Mar 14;3:41-50. doi: semilla de Linaza
10 g docking, and drug-likeness 2020 Ji 10.1016/j.crfs.2020.03.001. eCollection 2020
2 | evaluation of Nov.PMID: 32914119
B hypotensive peptides encrypte
d in flaxseed proteome.
o | Recent advances in dietary El Khoury D, Anderson GH. Curr Opin
E proteins and lipid metabolism. Lipidol. 2013 Jun;24(3):207-13. doi:
n| g 2013 El Khoury 10.1097/MOL.0b013e3283613bb7.PMID: 23 NO incluido NO incluido NO incluido NO incluido
S 619369 (Review)
Comparative study of Flores DR, Casados LE, Velasco SF, Ramirez | Insectos Proteina de Antioxidante in vitro
S composition, antioxidant and AC, Velazquez G. BMC Chem. 2020 Sep comestibles escarabajo Antimicrobiana
12 | =2 | antimicrobial activity of two 2020 Flores 9;14(1):55. doi: 10.1186/513065-020-00707-
[=

adult edible insects from
Tenebrionidae family.

0. eCollection 2020 Dec.PMID: 32944716
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https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/31301567/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/31301567/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/31301567/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/31301567/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/31301567/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/26067872/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/26067872/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/32914119/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/32914119/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/32914119/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/32914119/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/32914119/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/32914119/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/23619369/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/23619369/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/32944716/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/32944716/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/32944716/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/32944716/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/32944716/

Titulo Afio Autor Enlace /Doi Alimento Proteina Efecto biolégico Tipo estudio
Can cheese mites, maggots Robinson RC, Nielsen SD, Dallas DC,
2 | and molds Barile D . Food Funct. 2021 Jan
.g enhance bioactivity? . 21;12(2):633-645. doi: 10.1039/d0fo02439b.
13 o . . oo 2021 Robinson - - - -
2 | Péptidomic investigation of Epub 2020 Dec 21.PMID: 33346308
2 | functional peptides in four
traditional cheeses.
Gastrointestinal digestion Ozorio L, Matsubara NK, da Silva-Santos Lacteo Proteinas del Antihipertensivo in vitro
enhances the endothelium- JE, Henry G, Le Gouar, Jardin J, suero de leche
;8 dependent vasodilation of a . Mellinger-Silva C, Cabral LMC, Dupont D.
14 ] = 2020 Ozorio . )
E whey hydrolysate in rat aortic Food Res Int. 2020 Jul;133:109188. doi:
rings. 10.1016/j.foodres.2020.109188. Epub 2020
Mar 19.PMID: 32466916
In vivo endogenous proteolysis Enjapoori AK, Kukuljan S, Dwyer KM, Leche materna B-caseina Salud del bebé
s yielding beta-casein derived Sharp JA.Nutrition. 2019 Jan;57:259-267. Opioide in vivo
15 | =2 | bioactive beta-casomorphin 2019 Enjapoori doi: 10.1016/j.nut.2018.05.011. Epub 2018 (humanos)
= peptides in human breast milk Jun 18.PMID: 30199719
for infant nutrition.
beta-Casein(94-123)-derived Plaisancié P, Boutrou R, Estienne M, Henry | Leche bovina B-caseina Inhibidor de ACE in vitro
S peptides differently modulate G, Jardin J, Paquet A, Léonil J.J Dairy Res. Antioxidante
16 % production of mucins in 2015 Plaisancié 2015 Feb;82(1):36-46. doi: Opioide
[=

intestinal goblet cells.

10.1017/50022029914000533. Epub 2014
Oct 22.PMID: 25335546

Estimula mucosidad
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https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/33346308/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/33346308/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/33346308/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/33346308/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/33346308/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/33346308/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/32466916/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/32466916/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/32466916/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/32466916/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/32466916/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/30199719/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/30199719/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/30199719/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/30199719/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/30199719/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/25335546/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/25335546/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/25335546/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/25335546/

Titulo Ao Autor Enlace /Doi Alimento Proteina Efecto biolégico Tipo estudio
o | Nanostructure, Self-Assembly, Pugliese R, Arnoldi A, Lammi C.
E Mechanical Properties, and Biomedicines. 2021 Mar 13;9(3):294. doi:
7| 2| Antioxidant Activity ofaLupin- = 2021 Pugliese 10.3390/biomedicines9030294.PMID; 3380 | NO incluido NO incluido NO incluido NO incluido
(ZD Derived Peptide Hydrogel. 5635
Identification of a NFkappaB Malinowski J, Klempt M, Clawin-Radecker Lacteo B-caseina Antiinflamatorio in vitro
s inhibitory peptide from tryptic I, Lorenzen PC, Meisel H.Food Chem. 2014
18 | =2 | beta-casein hydrolysate. 2014 Malinowski Dec 15;165:129-33. doi:
= 10.1016/j.foodchem.2014.05.075. Epub
2014 May 23.PMID: 25038658
Release of B-casomorphin-7/5 Ul Haq MR, Kapila R, Kapila S.Food Chem. Leche bovina de B-caseina Opioide in vitro
during simulated 2015 Feb 1;168:70-9. doi: vacas (Karan Fries)
;8 gastrointestinal digestion of 10.1016/j.foodchem.2014.07.024. Epub
19| = . . . 2014 Ul Haq
2 | milk B-casein variants from 2014 Jul 11.PMID: 25172685
| Indian crossbred cattle (Karan
Fries).
Potential anticarcinogenic Cakir B, Tunali-Akbay T. Anal Biochem. Leche de cabra caseina Cancer colorrectal in vitro
s effect of goat milk- 2021 Jun 1;622:114166. doi: proteinas de
0| 2 derived bioactive peptides on 2021 Cakir 10.1016/j.ab.2021.114166. Epub 2021 Mar suero
< | HCT-116 human colorectal 13.PMID: 33726980
carcinoma cell line.
Alternative splicing events Ryskaliyeva A, Henry C, Miranda G, Faye B, | Leche de camello caseina Antibacteriana in silico
S expand molecular diversity of Konuspayeva G, Martin P. Sci Rep. 2019 Antihipertensiva
21| 2 camel CSN1S2 increasing its 2021 Ryskaliyeva Mar 27;9(1):5243. doi: 10.1038/s41598-019-
[=

ability to generate
potentially bioactive peptides.

41649-5.PMID: 30918277
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https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/33805635/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/33805635/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/33805635/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/33805635/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/25038658/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/25038658/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/25038658/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/25172685/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/25172685/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/25172685/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/25172685/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/25172685/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/25172685/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/33726980/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/33726980/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/33726980/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/33726980/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/33726980/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/30918277/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/30918277/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/30918277/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/30918277/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/30918277/

Titulo Ao Autor Enlace /Doi Alimento Proteina Efecto biolégico Tipo estudio
Effect of pepsin-treated bovine Robitaille G, Lapointe C, Leclerc D, Britten Leche bovina K-caseina Antibacteriana in vitro
s and goat caseinomacropeptide M.J Dairy Sci. 2012 Jan;95(1):1-8. doi: Leche de cabra
22 =] on Escherichia coli and 2012 Robitaille 10.3168/jds.2010-4142.PMID: 22192178
= | Lactobacillus rhamnosus in
acidic conditions.
Evaluation of two sub-2 mum Sommella E, Pepe G, Ventre G, Pagano F,
stationary phases, core-shell Manfra M, Pierri G, Ismail O, Ciogli A,
and totally porous Campiglia P.
monodisperse, in the second J Chromatogr A. 2015 Jan 2;1375:54-61. doi:
.'§ dimension of on-line 10.1016/j.chroma.2014.11.072. Epub 2014
23 2 | comprehensive two 2015 Sommella Dec 4.PMID: 25498555 NO incluido NO incluido NO incluido NO incluido
é dimensional liquid
chromatography, a case study:
separation of
milk peptides after expiration
date.
o | Bioinformatics and Agyei D, Tsopmo A, Udenigwe CC. Anal
E péptidomics approaches to the Bioanal Chem. 2018 Jun;410(15):3463-3472.
all I= discovery and analysis of food- 2018 Agyei doi: 10.1007/s00216-018-0974-1. Epub NO incluido NO incluido NO incluido NO incluido
2 derived bioactive peptides. 2018 Mar 7.PMID: 29516135 Review.
A Review of the Latest Lemes AC, Sala L, Ores Jda C, Braga AR,
.'§ Advances Egea MB, Fernandes KF. Int J Mol Sci. 2016
25 | 2 | inEncrypted Bioactive Peptides 2016 Lemes Jun 16;17(6):950. doi: NO incluido NO incluido NO incluido NO incluido
g from Protein-Rich Waste. 10.3390/ijms17060950.PMID: 27322241 (Re

view)
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https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/22192178/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/22192178/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/22192178/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/22192178/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/22192178/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/25498555/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/25498555/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/25498555/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/25498555/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/25498555/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/25498555/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/25498555/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/25498555/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/25498555/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/25498555/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/25498555/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/29516135/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/29516135/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/29516135/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/29516135/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/27322241/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/27322241/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/27322241/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/27322241/

Titulo Ao Autor Enlace /Doi Alimento Proteina Efecto biolégico Tipo estudio
Characterisation of the in Connolly A, Cermefio M, Crowley D, Cebada Proteinas de Antioxidante in vitro
s vitro bioactive properties of O'Callaghan Y, O'Brien NM, FitzGerald R grano gastado Inmunomodulador
26 | =2 | alkaline and enzyme extracted 2019 Connolly J.Food Res Int. 2019 Jul;121:524-532. doi: Inhibicién de DPP4
= | brewers' spent grain protein 10.1016/j.foodres.2018.12.008. Epub 2018
hydrolysates. Dec 5.PMID: 31108777
Bioactive peptides released by Wada Y, Lonnerdal B. Peptides. 2015 Leche vaca formulas de leche | Antihipertensivo in vitro
< | invitro digestion of standard Nov;73:101-5. doi: infantiles Hipocolesterolémico
| 2| and hydrolyzed infant 2015 | Wada 10.1016/j.peptides.2015.09.005. Epub 2015
~ | formulas. Sep 16.PMID: 26385395
In vivo digestomics of milk WadaY, Phinney BS, Weber D, Lonnerdal Leche materna o-lactoalbumina Antihipertensivo in vivo
proteins in human milk and B. Peptides. 2017 Feb; 88:18-31. doi: B-caseina Opioide (ratas)
infant formula using a suckling 10.1016/j.peptides.2016.11.012. Epub 2016 (de leche materna)
;8 rat pup model. Dec 13.PMID:27979737
28| =2 2017 Wada .
g B-lactoglobulina
B Formulas B-caseina
infantiles (férmulas para
lactantes)
Identification of peptides in Albenzio M, Santillo A, Marino R, Della Leche oveja proteinas del Inhibidor de ECA in vitro
S functional Scamorza ovine milk Malva A, Caroprese M, Sevi A. J Dairy Sci. queso (antihipertensivo)
29 E cheese. 2015 Albenzio 2015 Dec;98(12):8428-32. doi: Antimicrobiano
[=

10.3168/jds.2015-9844. Epub 2015 Sep 26.
PMID:26409967

Inmunomodulador
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https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/31108777/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/31108777/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/31108777/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/31108777/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/31108777/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/26385395/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/26385395/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/26385395/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/26385395/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/27979737/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/27979737/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/27979737/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/27979737/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/26409967/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/26409967/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/26409967/

Titulo Afio Autor Enlace /Doi Alimento Proteina Efecto biolégico Tipo estudio
Identification and Baez J, Fernandez-Fernandez AM, Tironi V, | Suero de leche a-lactoalbimina Antioxidante in vitro
characterization of antioxidant Bollati-Fogolin M, Aién MC, Medrano-

:8 peptides obtained from the ) Fernandez A.J Food Sci. 2021
30| = . . . 2021 Baez .
2 | bioaccessible fraction of alpha- Oct;86(10):4479-4490. doi: 10.1111/1750-
- lactalbumin hydrolysate. 3841.15918. Epub 2021 Sep
21.PMID: 34549457
Salmon (Salmo salar) Side de la Fuente B, Pallarés N, Berrada H, Salmén extracto proteico Antioxidante in vitro
Streams as a Bioresource to Barba F J.Mar Drugs. 2021 Jun 3;19(6):323. de viscera de
.'g Obtain Potential Antioxidant doi: 10.3390/md19060323.PMID: 34204982 salmén
31| = . . 2021 de la Fuente
2 | Peptides after Applying
Pressurized Liquid Extraction
(PLE).
Angiotensin-| converting Sanchez-Lopez F, Robles-Olvera VJ, Amaranto proteinas de Inhibicién de la ECA in vitro
o enzyme inhibitory activity of Hidalgo-Morales M, Tsopmo A. Food semillas de (antihipertensivo)
2 E Amaranthus hypochondriacus 2071 Sanchez- Chem. 2021 Nov 30;363:130320. doi: Amaranthus
£ | seed protein hydrolysates Lépez 10.1016/j.foodchem.2021.130320. Epub hypochondriacus
produced with lactic bacteria 2021 Jun 6.PMID: 34146770
and their péptidomic profiles.
Saccharomyces cerevisiae Pereira PR, Freitas CS, Paschoalin
S biomass as a source of next- VMEF.Compr Rev Food Sci Food Saf. 2021
= | generation food preservatives: . Sep;20(5):4450-4479. doi: 10.1111/1541- . . . . . . . .
33 2 ) . . 2021 Pereira NO incluido NO incluido NO incluido NO incluido
s Evaluating potential proteins 4337.12798. Epub 2021 Aug
Z | asasource of 11.PMID: 34378312

antimicrobial peptides.
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https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/34549457/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/34549457/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/34549457/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/34549457/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/34549457/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/34204982/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/34204982/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/34204982/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/34204982/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/34204982/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/34204982/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/34146770/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/34146770/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/34146770/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/34146770/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/34146770/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/34146770/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/34378312/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/34378312/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/34378312/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/34378312/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/34378312/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/34378312/

Titulo Afio Autor Enlace /Doi Alimento Proteina Efecto biolégico Tipo estudio
Amino Acid Sequences of Wang Y, Morton JD, Bekhit AEA, Carne A, Leche de ciervo Proteinas del Antimicrobiana in vitro
Lactoferrin from Red Deer Mason SL.Foods. 2021 Jun 7;10(6):1305. rojo suero, Lactoferrina
:8 (Cervus elaphus) Milk and doi:
3| = o . . 2021 Wang
E Antimicrobial Activity of Its 10.3390/foods10061305.PMID: 34200201
Derived Peptides Lactoferricin
and Lactoferrampin.
2 Cardioprotective cryptides Mora L, Hayes M.J Agric Food Chem. 2015
-'g derived from fish and other Feb 11;63(5):1319-31. doi:
35 § food sources: generation, 2015 Mora 10.1021/jf505019z. Epub 2015 Jan 29.PMID: - - - -
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