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RESUMEN

En los ultimos afos los péptidos bioactivos derivados de los alimentos, han sido tema de
gran interés debido a los efectos positivos que proporcionan a la salud. Se ha demostrado
que la leche y los productos lacteos son fuentes potenciales de péptidos que poseen
actividades biologicas muy importantes como la actividad antihipertensiva, antioxidante,
inmunomoduladora, antimicrobiana, opioide, etc. Sin embargo, la actividad
antihipertensiva es una de las propiedades mas reportadas, ya que existe una prevalencia
mundial de enfermedades cardiovasculares. Se han identificado péptidos
antihipertensivos en una gran variedad de quesos madurados, incluidos el Parmigiano
Reggiano, Grana Padano, Cheddar, Manchego, Roquefort, entre otros. Cabe mencionar
que la actividad inhibidora de la enzima convertidora de angiotensina (ECA), se ha
atribuido como uno de los principales mecanismos antihipertensivos de los péptidos
bioactivos derivados de los quesos y su actividad esta estrechamente relacionada con su
estructura quimica. Los péptidos bioactivos pueden liberarse en los quesos durante su
procesamiento, especialmente en la maduracion, durante la protedlisis. En la protedlisis
del queso, se lleva a cabo la descomposicion de las caseinas hasta la formacion final de
péptidos y aminodcidos libres. Algunos de los péptidos pueden ser bioactivos si se libera
la secuencia de residuos adecuada. Es importante mencionar que los diferentes tipos de
gueso presentan bioactividad variable, debido a que durante el procesamiento el tipo y la
cantidad de péptidos derivados de proteinas lacteas, se ve afectada por factores que
influyen en la protedlisis como el tipo de cultivos iniciadores utilizados, tratamiento térmico
de la leche, el tiempo y temperatura de maduracion, etc. Diversas investigaciones se han
centrado en la identificacién de los péptidos Val-Pro-Pro (VPP) e lle-Pro-Pro (IPP) ya que
han demostrado exhibir un efecto antihipertensivo in vivo. Como se sabe la hipertension
arterial es un problema importante de salud publica, lo que implica un gran desafio en la
salud mundial. Existe una amplia gama de farmacos para el tratamiento de la
hipertensién, los cuales pueden tener un efecto secundario en los consumidores a largo
plazo, sin embargo, las intervenciones al estilo de vida como una dieta saludable, la
realizacion ejercicio fisico, asi como evitar el consumo de alcohol y tabaco también se
aplican ampliamente para reducir la presion arterial, constituyendo un tratamiento no
farmacoldgico. Actualmente, existen estudios limitados sobre los efectos in vivo del queso
madurado con relacion a su efecto hipertensivo y algunos de ellos no son del todo
concluyentes, a pesar esto, se ha demostrado que al incluir como parte de la dieta una
porcion de 30 g/dia de queso Grana Padano, se obtiene una reduccion de la presion
arterial en personas con hipertension de grado 1(>140 y/o > 90mmHg). Ademas, diversos
estudios indican que el consumo diario de quesos madurados, podria contribuir a la
disminucién de algunos factores de riesgo cardiovascular como la obesidad y diabetes
mellitus tipo 2. La presente investigacion proporciona una descripcion de los principales
hallazgos en relaciébn a los péptidos antihipertensivos presentes en diversos quesos
madurados y sus efectos sobre la salud del consumidor.



INTRODUCCION

Los péptidos bioactivos se definen como fragmentos de proteinas especificas, de origen
animal o vegetal que tienen una influencia positiva en las funciones fisiologicas y
metabdlicas del cuerpo humano y pueden ejercer beneficios a la salud (Park & Nam,
2015). Estan encriptados e inactivos en su proteina nativa y pueden ser escindidos por
hidrdlisis enzimatica, fermentacion bacteriana, durante el procesamiento de alimentos o la
digestion gastrointestinal (Vargas et al., 2019). La mayoria de los péptidos bioactivos
comparten algunas propiedades comunes. Por ejemplo, contienen entre 2 y 15
amino&cidos, son ricos en aminoacidos hidrofébicos, poseen masas moleculares de

menos de 6000 Da y resistencia a la accién de peptidasas digestivas (Wang et al., 2018).

Actualmente, la leche y los productos lacteos son las fuentes principales de péptidos
bioactivos derivados de los alimentos (Sachez & Vazquez, 2017). Se ha demostrado que
los péptidos bioactivos de la leche, poseen diversas actividades bioldégicas muy importantes,
que incluyen actividad antihipertensiva, antioxidante, inmunomoduladora, antimicrobiana,
opioide, entre otras. Sin embargo los péptidos antihipertensivos o inhibidores de la enzima
convertidora de angiotensina (ECA), han recibido especial atencién debido a la alta
prevalencia de hipertensién y enfermedades cardiovasculares a nivel mundial (Gémez-
Ruiz et al., 2004).

La ECA es la enzima mas importante en la regulacién de la presion sanguinea, ya que
cataliza la conversiéon de angiotensina-I, una hormona peptidica, en angiotensina-Il, lo que
produce una constriccion vascular. Los péptidos inhibidores de la ECA inhiben la
conversién dando como resultado la dilatacion de los vasos sanguineos y, por lo tanto,

controlando la hipersensibilidad (Bhandari et al., 2019).

La aparicion de péptidos antihipertensivos ya se ha informado en productos lacteos
fermentados como el yogur y leche fermentada y se ha demostrado que algunos de ellos
confieren beneficios a la salud cardiovascular (Bhandari et al., 2019). Sin embargo, los
guesos al constituir una fuente importante de proteina y al estar expuestos a procesos
enzimaticos y fermentativos durante su procesamiento, también representan una fuente

potencial de péptidos y otros componentes bioactivos.



Los péptidos bioactivos pueden liberarse en el procesamiento del queso especialmente en
la maduracion, durante la protedlisis, que es el principal evento bioquimico ocurrido en la
maduracién del queso (Lopez-Expésito et al., 2017). Durante la protedlisis primaria, se
lleva a cabo la descomposicion de las caseinas a través de la accion de coagulantes,
como el cuajo y proteinasas presentes en la leche, principalmente la plasmina. En la
protedlisis secundaria participan proteasas y peptidasas de las bacterias iniciadoras (LAB,
del inglés lactic acid bacteria) y no iniciadoras (NSLAB, del inglés non starter lactic acid
bacteria) para formar péptidos y aminoacidos libres. Algunos de los péptidos liberados
pueden ser bioactivos dependiendo de la longitud y secuencia de residuos que contengan
(Toldra et al., 2018 y Nongonierma & FitzGerald, 2011).

Debido a que el extracto soluble en agua (WSE, del inglés water soluble extract) de los
quesos contiene la mayoria de los péptidos bioactivos, generalmente se evalla la
inhibicion de la actividad de la ECA midiendo el valor de la concentracion inhibitoria
semiméxima (IC so) in vitro (Basirico et al., 2015). Esto dltimo representa la concentracion
de queso o un péptido individual capaz de inhibir la actividad de ECA en un 50%
(Butikofer et al., 2007). In vivo se representa por la disminucién de la presion arterial en
organismos vivos como pueden ser ratas en modelos de investigacion o seres humanos
(Barron, 2012).



OBJETIVO GENERAL

Realizar una revision de informacién actualizada acerca de quesos madurados que han
reportado presencia de péptidos inhibidores de la ECA para conocer los principales
factores del procesamiento que afectan su actividad asi como los beneficios que se han
reportado a la salud del consumidor.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Investigar los péptidos inhibidores de la ECA que se forman durante la maduracién
de diferentes quesos madurados y su mecanismo antihipertensivo.

e Analizar la relacion que existe entre el tiempo de maduracién de diferentes
variedades de quesos y su actividad inhibidora de la ECA.

o Describir los factores del procesamiento de los quesos madurados que influyen en
la generacion y actividad de péptidos inhibidores de la ECA.

e Analizar si el consumo de queso tiene un efecto favorable sobre la presion arterial

en humanos.



CAPITULO1. PEPTIDOS BIOACTIVOS DE LA LECHE
1.1 PROTEINAS DE LA LECHE

Entre los macronutrimentos presentes en los alimentos, los péptidos y las proteinas son
de suma importancia, ya que proporcionan los aminoacidos necesarios para la biosintesis
de proteinas y ademas representan una fuente de energia (Sachez & Vazquez, 2017). En
particular, las proteinas lacteas incluyen todos los aminoacidos indispensables que son
capaces de cubrir las necesidades nutricionales del hombre, ya que presentan elevada
digestibilidad y valor bioldgico, por lo que se denominan proteinas de alta calidad. La
leche forma parte de la dieta de mas de 6 mil millones de personas en el mundo,
constituyendo la leche bovina el 85% del total de la produccién mundial, seguida de la
leche de bufalo (11%), cabra (2,3%) y oveja (1,4%) (Vargas et al., 2019 y Ocampo G. et
al., 2016).

Existen dos clases principales de proteinas en la leche, que se pueden separar en funcion
de su solubilidad a un pH de 4.6 a 20 °C. Bajo estas condiciones, una alta proporcion de
las proteinas, llamadas caseinas, precipitan, mientras que las proteinas que permanecen

solubles se conocen como proteinas séricas o proteinas de suero (Yada, 2018).

Las caseinas, representan alrededor del 78% del contenido total de las proteinas en la
leche bovina, las proteinas del suero aproximadamente 18%, sin embargo hay otras
proteinas minoritarias, las de la membrana del glébulo graso, que representan menos del
4%. (Vargas et al., 2019).

1.1.1 Caseinas

Las caseinas (-CN) son proteinas globulares de bajo peso molecular, que se
autoensamblan en estructuras coloidales denominadas micelas de caseina en presencia
de fosfato de calcio. Se pueden subdividir en cinto tipos: as1-, as2- B- y k-CN. Todas ellas
excepto la y-CN se sintetizan en la glandula mamaria, esta Ultima se origina debido a la
protedlisis de la caseina 3, por accion de proteasas nativas de la leche especialmente la

plasmina o de la actividad proteolitica de las bacterias (Fox et al., 2017 y Yada, Y, 2018).

Algunas de las caracteristicas mas importantes de las caseinas son que todas estan

fosforiladas, sin embargo as1- y as2- caseinas lo estdn en mayor proporcion; otra

1


https://www-sciencedirect-com.pbidi.unam.mx:2443/topics/food-science/casein
https://www-sciencedirect-com.pbidi.unam.mx:2443/topics/agricultural-and-biological-sciences/serum-total-protein
https://www-sciencedirect-com.pbidi.unam.mx:2443/topics/agricultural-and-biological-sciences/whey-protein

caracteristica importante, es que no son sensibles a los agentes desnaturalizantes como
la temperatura ya que carecen de estructuras secundarias y terciarias estables, sin
embargo son sensibles a altas concentraciones de calcio y a los cambios de pH (Fox et
al., 2017).

1.1.2 Proteinas del suero

La fraccion proteica de suero de leche de las especies bovina, ovina, caprina y de bufalo
contiene cuatro proteinas principales: B-lactoglobulina (B-lg, 50%), a-lactoalbumina (a-la,
20%), albumina de suero sanguineo (BSA, 10%) e inmunoglobulinas (lg, 10%;
principalmente IgG1 con cantidades menores de 19G2, IgA e IgM)(Fox et al., 2017).

A diferencia de las caseinas, las proteinas del suero poseen altos niveles de estructuras
secundarias, terciarias y cuaternarias. Son proteinas globulares tipicas y se
desnaturalizan al calentarlas, por ejemplo, completamente a 90 °C por 10 min. No estan
fosforiladas y son insensibles al Ca?*.Todas las proteinas del suero contienen enlaces
disulfuro intramoleculares que estabilizan la estructura de las proteinas (Fox et al., 2017).

1.1.3. Composicion proteica de la leche

Desde el punto de vista tecnol6gico, la composicién de la leche determina su calidad
nutritiva, siendo el contenido proteico un factor de gran importancia dentro de la
industrializacion lactea, ya que influye de manera directa sobre el rendimiento en la
elaboracion de productos lacteos y la aptitud tecnoldgica de la leche (Ocampo G. et al.,
2016 y Bidot, 2017).

La leche de diferentes especies tiene composicion semejante, sin embargo puede variar
en su composicién porcentual ocasionando propiedades diferentes entre ellas como una
mayor o menor digestibilidad (Ocampo et al., 2016). Dentro de las especies las diferencias
en la composicion pueden estar influenciadas por varios factores tales como la raza,

genética, alimentacién y el medio ambiente que se le brinde al animal (Bidot, 2017).

En un estudio realizado por Ocampo et al., (2016) se compar6 la composicion proteica
entre algunas especies productoras como se muestra en la Tabla 1.1, resultando la leche

de bufalo la de mayor contenido proteico 4.08 g/100mL que la leche de vaca y cabra 3.02



g/100 mL y 3.01 g/100 mL respectivamente. Sin embargo, en otro estudio realizado por
Mohapatra et al., (2019), la leche de oveja, resulté con el mayor contenido proteico con un
valor de 4.50-6.60 g/100 mL con respecto a las especies ya mencionadas. A pesar de su
gran contenido proteico, la leche de oveja, no es rentable para su consumo y elaboracién
productos lacteos, ya que la contribucién a la produccién mundial de este tipo de leche es
insignificante, ademas de que su cria va mas dirigida hacia la produccién de carne y de
lana (Mohapatra et al., 2019).

Tabla 1.1. Composicién quimica (g/100 mL) de la leche de diferentes especies (Ocampo et al.,

2016)

Especie Lactosa Lipidos Proteinas ST SNG NUL(mg/dL)
Vaca 450+0.01 | 3.60+£0.25 | 3.02+0.1 11.93+0.31 0.30+0.11 18.10 £ 0.99
Cabra 420+0.01 | 444+£0.30 | 3.01+£0.29 | 12.59+0.10 7.99 £ 0.30 28.35+5.73
Bufalo 506+0.01 | 724+ 0.36 | 4.08+0.21 | 16.82+0.52 9.92+0.22 19+2.97

ST: Solidos Totales; SNG: Solidos No Grasos; NUL: Nitrégeno Ureico en Leche

Con base a lo anterior, la leche bufalo y caprino puede representar una mayor rentabilidad
a los productores debido a sus caracteristicas composicionales y nutricionales
especificas, que las hacen aptas para la manufacturacién de productos elaborados de

muy alta calidad como los quesos y yogures gourmet (Ocampo et al., 2016).

1.3 PEPTIDOS BIOACTIVOS

Las proteinas de los alimentos cada vez son mas reconocidas debido a las propiedades
multifuncionales que ejercen a través de sus péptidos con actividad biol6gica. Estos
péptidos, se pueden obtener de proteinas animales y vegetales, sin embargo, la leche y
los productos lacteos bovinos son las mayores fuentes de proteinas y péptidos bioactivos.
Esta puede ser una de las principales razones por las que se requiere la leche més alla de

la nutricion en los primeros meses de vida (Sachez & Vazquez, 2017).

De acuerdo con Park & Nam., (2015) los péptidos bioactivos se definen como fragmentos de

proteinas especificas, de origen animal o vegetal, que tienen una influencia positiva en las




funciones o condiciones fisiologicas y metabdlicas del cuerpo y pueden tener efectos

beneficiosos en la salud humana.

Segun Mohanty et al., (2016) los péptidos biolégicamente activos en la secuencia de
proteinas se definen como fragmentos que permanecen inactivos en las secuencias de
proteinas precursoras, pero cuando se liberan por la accion de enzimas proteoliticas,
pueden interactuar con receptores seleccionados y regular las funciones fisioldgicas del

cuerpo.

Cabe mencionar, que la mayoria de los péptidos bioactivos comparten algunas
propiedades comunes. Por ejemplo, contienen entre 2 y 15 aminoacidos, son ricos en
aminoécidos hidrofébicos, poseen masas moleculares de menos de 6000 Da y resistencia
a la accion de peptidasas digestivas (Wang et al., 2018). Ademas, estan encriptados e
inactivos en su proteina parental y deben ser escindidos por proteasas presentes en la
leche, durante el procesamiento de alimentos, la fermentacion bacteriana o la digestion
gastrointestinal (Vargas et al., 2019).

1.4 GENERACION DE PEPTIDOS BIOACTIVOS
1.4.1 Hidrélisis enzimadtica (in vitro)

Los hidrolizados enziméticos han sido utilizados para muchos propésitos, tales como
mejorar y/o modificar las propiedades funcionales de productos alimenticios asi como el
desarrollo de productos farmacéuticos y nutracéuticos (Torruco-Uco et al.,, 2008). Para
obtener los efectos fisioldgicos, los péptidos bioactivos (hidrolizados de proteinas) se
pueden consumir en forma de alimentos y bebidas, asi como en forma de tabletas,

capsulas, polvos y liquidos (Chalamaiah et al., 2019).

De manera general, las proteinas alimentarias a partir de las cuéles se obtienen los
péptidos bioactivos se seleccionan con base a dos criterios principales: (1) Empleo de
alimentos ricos en proteinas subutilizadas o de subproductos ricos en proteinas de la
industria de alimentos y (2) la utilizacion de proteinas que contienen secuencias de
péptidos especificos o0 residuos de aminoacidos de especial interés farmacoldgico
(Vizcardo & Zavala, 2016).



En el método de hidrdlisis enzimatica, la proteina de interés se somete a un tratamiento
enzimatico a un pH y temperatura especificos. La hidrdlisis produce la fragmentacién de
las proteinas en péptidos mas pequefios o aminoacidos libres, y eso se logra utilizando
enzimas que pueden ser proteoliticas (de plantas o microorganismos) o enzimas
digestivas (digestion gastrointestinal simulada). Las principales enzimas gastrointestinales
son pepsina, tripsina, quimiotripsina, ECA, pancreatina y las combinaciones de éstas con

otras enzimas bacterianas (Rodriguez Hernandez et al., 2014).

Un factor importante a considerar es la naturaleza de la actividad enzimética, es decir, su
actividad especifica. En este sentido, segun su actividad catalitica las proteasas pueden
dividirse en dos grandes grupos: endopeptidasas o proteinasas, si hidrolizan enlaces
internos de las cadenas peptidicas y exopeptidasas o0 peptidasas si hidrolizan
aminodcidos y dipéptidos de los extremos de las cadenas polipeptidicas como se muestra
en la Figura 1.1. Estas Ultimas pueden dividirse a su vez en aminopeptidasas si actlan
por el extremo N-terminal o carboxipeptidasas si lo hacen por el extremo C-terminal
(Torruco-Uco et al., 2008).

Cadena peptidica

EED- oo

Endopeptidasas 6
proteinasas

O CEICHED CE16 0

Exopeptidasas 6

1 peptidasas l

(Vv @ 1L e v s QM

Aminopeptidasas 6 Carboxipeptidasas
dipeptidasas

Figura 1.1. Clasificacion de las enzimas segun su actividad catalitica (Torruco-Uco et al., 2008).

Tras la hidrdlisis de la proteina, los hidrolizados sufren una secuencia de procesos de

purificacién en funcién de las propiedades fisicoquimicas y estructurales de los péptidos



constituyentes (Fig. 1.2). Posteriormente se identifican los péptidos y se evalta la
actividad biolégica de todo el hidrolizado con el fin de obtener péptidos individuales con la

secuencia mas potente (Wang et al., 2018).

Fuente de proteinas

l Hidrolisis enzimatica

Hidrolizado de proteinas
Bioensayos
Purificacion

Fracciones peptidicas separadas por
tamaiio (menor de 10kD)

Bioensayos
Purificacion adicional

(permeacion gel, HPLC)

Péptido aislado
Secuencia peptidica
(MS, secuenciador)
Péptido sintetizado

Bioensayo
conformacional

Asimilacion del producto

Figura 1.2. Procedimiento para el aislamiento e identificacién de péptidos bioactivos a partir de las

proteinas de los alimentos (Vizcardo & Zavala, 2016).

La bioactividad de los péptidos depende principalmente de las enzimas utilizadas para la
hidrélisis, las condiciones de procesamiento y el tamafio de los péptidos
aislados(Bhandari et al., 2019). Esta puede probarse mediante ensayos bioquimicos in
vitro, cultivo celular, estudios in vivo a través de modelos animales y ensayos clinicos en
humanos(Chakrabarti et al., 2018).

La forma mas comun de producir péptidos bioactivos a partir de la leche es a través de la
hidrdlisis enzimatica de las moléculas proteicas completas, ya que este método es facil de
escalar y generalmente tiene un tiempo de reaccibn mas corto que la fermentacion
microbiana (Chakrabarti et al., 2018 y Mohanty et al., 2016).



1.4.2 Durante el procesamiento de alimentos

Diversas cantidades de péptidos bioactivos se generan de manera natural en los
alimentos debido a la protedlisis ocurrida durante su procesamiento como en la
fermentacion de la leche o la maduracion de los quesos. Por lo tanto, dicha protedlisis
puede llevarse a cabo por enzimas enddgenas en alimentos madurados o por la accion
combinada de enzimas enddgenas y microbianas cuando se fermentan. En general, las
principales causas de alteracion de las proteinas durante el procesamiento son los
cambios de pH como la acidificacion, los tratamientos térmicos y la fermentacion. Estos
cambios pueden ser responsables de aspectos positivos como la mejora en las
caracteristicas sensoriales del producto final como la textura y sabor, una mejor
estabilidad del producto y la generacién de péptidos con actividad biolégica (Toldra et al.,
2018 y Li & Zhao, 2019).

La fermentacion de la leche, se ha descrito como un mecanismo para la obtencién de
péptidos bioactivos y se considera un enfoque atractivo para generar alimentos
funcionales enriquecidos de bajo costo y con una imagen nutricional positiva asociada con
los productos lacteos fermentados (Sachez & Vazquez, 2017). Tradicionalmente para la
fermentacion de la leche se utilizan LAB, que tienen la capacidad de hidrolizar las
proteinas de la leche (principalmente caseinas) mediante su sistema proteolitico
(Gonzalez, 2014).

Algunas de las LAB més estudiadas para la fermentacién de la leche son Lactococcus
spp. y Lactobacillus spp, ya que sintetizan enzimas proteoliticas intracelulares como
proteasas y peptidasas capaces de liberar biopéptidos (Rodriguez Hernandez et al.,
2014). También se ha reportado que Lactobacillus helveticus y enzimas proteoliticas
derivadas de otros microorganismos como levaduras han liberado péptidos con actividad

bioactiva como se presenta en la Tabla 1.2 (Mohanty et al., 2016).



Tabla 1.2. Péptidos bioactivos liberados de las proteinas de la leche por diversos microorganismos
(Mohanty et al., 2016).

Microorganismo Proteina Secuencia peptidica Bioactividad
precursora
L. rhamnosus + digestion B-cn Asp-Lys-lle-His-Pro-Phe, IECA inhibitoria
con pepsina Tyr-GIn-Glu-Pro-Val-Leu
Lactobacillus helveticus B-cn, k-cn
Val-Pro-Pro, lle-Pro-Pro | ECA inhibitoria,
antihipertensiva
Lactobacillus GG B-cn, asl-cn Tyr-Pro-Phe-Pro, Ala- Opioide, inhibidor de la
enzimas + pepsinay Val-Pro-Tyr-Pro-GIn Arg, ECA, inmunoestimulante
tripsina Thr-Thr-Met-Pro-Leu-Trp
Lactobacillus K-cn Ala-Arg-His-Pro-His-Pro- Antioxidante
delbrueckii subsp., Bulgari His-Leu-Ser-Phe-met
cus IFO13953
Kluyveromyces B-lg Inhibidor de la ECA
. Tyr-Leu-Leu-Phe
marxianus var.
Lactobacillus B-cn Lys-Val-Leu-Pro-Val-Pro- Inhibidor de la ECA
helveticus CP90 (Glu)
proteinasa

Es importante mencionar que la funcionalidad de los péptidos hidrolizados depende de la
cepa utilizada para la hidrélisis ya que cada microorganismo tiene un sistema proteolitico
unico (Chakrabarti et al., 2018 y Bhandari et al., 2019). Ademas se debe considerar el
tiempo de fermentacién, el cual determina el grado de hidrdlisis, asi como el pH y la
temperatura de almacenamiento los cuales pueden afectar el perfil de péptidos de una
leche fermentada (Gonzéalez, 2014).

1.4.3 Digestion gastrointestinal

Finalmente, la digestion gastrointestinal constituye el paso final de hidrélisis en la
generacion de peéptidos bioactivos ya que muchos tipos de bacterias aplicadas en la
produccion de alimenticios fermentados y que se producen naturalmente en el tracto

gastrointestinal son capaces de producir péptidos bioldégicamente activos (Toldra et al.,




2018). Los péptidos bioactivos pueden liberarse in vivo cuando las proteinas de los
alimentos una vez ingeridas llegan al estbmago, y la digestion es promovida por el
ambiente acido del jugo y enzimas gastricas. El HCI es el responsable de activar el
pepsindégeno y lo convierte a su forma activa, la pepsina, la cual actia sobre proteinas
dando lugar a la formacion de polipéptidos, oligopéptidos y algunos aminoacidos (Segura
Campos et al., 2010 y Mohanty et al., 2016).

En el caso de las proteinas de la leche, las caseinas se hidrolizan por la pepsina en el
proceso de digestion gastrica, sin embargo la estructura globular de las proteinas del
suero hace que sean mas resistentes a la hidrdlisis gastrointestinal. Posteriormente la
digestién continla en el intestino delgado y las enzimas como la tripsina, quimotripsina,
carboxipeptidasa y la aminopeptidasa contribuyen a la hidrdlisis intestinal de las proteinas,
siendo las células intestinales el primer tejido objetivo de nutrimentos lacteos. Los
dipéptidos, tripéptidos y aminoacidos pueden ser absorbidos por las células epiteliales del
intestino e ingresar directamente al torrente sanguineo para ser distribuidos por todo el
cuerpo, donde obtienen funciones Unicas. Finalmente, los polipéptidos no absorbidos
llegan al intestino grueso (ciego, colon y recto) donde se produce la fermentacion y la
reabsorcion de agua con un tiempo de transito de mas de 12 h en adultos como se
muestra en Figura 1.3 (Giromini et al., 2019).

Boca

Masticar y mezclar con saliva
pH 5-7

Tiempo transitivo: 10 s-2 min.
Enzimas salivales (amilasa,
lipasa lingual)

Estomago
Proceso mecdnico y enzimatico en
bolo ingerido
pH 1-5
Tiempo de transito: 15 min-3
horas.
HCl, pepsina, lipasa gastrica

Intestino delgado
Descomposicion de
macromoléculas y absorcion de
nutrientes.

Colon
Fermentacién microbiana de
alimentos no digeridos y

pH 6-7.5 z reabsorcién de agua.

Tiempo de trénsito: 2-5 horas pH 57

Jugo pancreatico, bilis, NaHCO, Tiempo de transito: 12-24 horas
Microbiota

Figura 1.3. Proceso de digestién gastrointestinal (Guerra et al., 2012).



Segun Mohanty et al., (2016), varios péptidos bioactivos con actividad antibacteriana,
inmunomoduladora, antihipertensivos y opioides se han liberado de la caseina y proteinas

del suero por digestidn gastrointestinal.

En un estudio realizado en efluentes yeyunales humanos después de la ingestion
de proteinas de laleche, se identificaron fragmentos de proteinas resistentes a la
digestién gastrointestinal que podrian ejercer una funcién fisiolégica al interactuar
directamente con el epitelio intestinal o al ser absorbidos por el torrente sanguineo, como
es el caso de la B-LG la cual es resistente al atague de la pepsina debido a que
interacciona con la fosfatidilcolina de la mucosa géstrica. Sin embargo, la lactoferrina,
aunqgue es relativamente resistente a la digestion por proteasas del tracto gastrointestinal,
puede hidrolizarse activamente durante la digestion géastrica en el péptido bioactivo mas

potente, lactoferricina (Giromini et al., 2019).

1.5 FUNCIONALIDAD DE PEPTIDOS BIOACTIVOS

En las dltimas dos décadas, la leche de diferentes especies lacteas, se ha analizado e
investigado en términos de péptidos bioactivos y han demostrado tener un gran espectro
de bioactividades (Park & Nam, 2015). Los péptidos bioactivos de la leche poseen
diversas actividades y funcionalidades biolégicas muy importantes, que incluyen efectos
sobre el sistema cardiovascular, gastrointestinal, inmunitario y nervioso como se muestra

en la Figura 1.4.

4’| Péptidos antihipertensivos |
[ SISTEMA CARDIOVASCULAR ]7

4"| Péptidos antioxidantes |

4’| Péptidos inmunomoduladores |
[ SISTEMA INMUNE ]7

4’| Péptidos antimicrobianos |

[ SISTEMA NERVIOSO ]—v| Péptidos opioides |

4’| Caseinfosfopéptidos |
[ SISTEMA GASTROINTESTINAL }7

4“| Glicomacropéptidos |

Figura 1.4. Principales funciones de los péptidos bioactivos de las proteinas lacteas. Modificado de
(Juérez Iglesias et al., 2015).
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Se han identificado péptidos bioactivos de especies diferentes, predominando con el 76%
la leche de vaca, 11% humano, 7% cabra, 5% oveja y 1% en leche de bufalo, burro,

cerdo, camello, conejo y yak (Nielsen et al., 2017).

De acuerdo a Nielsen et al, (2017) el predominio de los péptidos bioactivos derivados de
la leche de vaca no se deriva de una realidad biologica, sino mas bien se debe a que la
leche de vaca se estudia a mayor profundidad, pero debido a que existe una
alta homologia de secuencia dentro de las proteinas de la leche entre especies, los
estudios extensivos sobre la leche de vaca pueden permitir la traduccién de los hallazgos
de péptidos bioactivos a otras especies. Sin embargo, Tagliazucchi et al., (2018)
menciona que la diferencia en la estructura primaria de las proteinas de la leche entre
especies puede tener un impacto en las bioactividades potenciales de los péptidos
liberados, pudiendo ser los péptidos derivados de leche de vaca los de mayor actividad
antioxidante y los de oveja con mayor capacidad de inhibir la ECA.

Cabe mencionar que los péptidos con acciones inhibidoras de la ECA de la leche de vaca
son los mas abundantes en la literatura, sin embargo, también se han reportado
péptidos, antioxidantes, antimicrobianos, opioides, antiinflamatorios, inmunomoduladores,
entre otros (Nielsen et al., 2017). En la Tabla 1.3 se muestran algunos péptidos bioactivos
derivados de la leche de bovino.

Tabla 1.3. Algunas secuencias de péptidos bioactivos y sus funciones liberadas de caseinas y
proteinas de suero (Lisak Jakopovi¢ et al., 2019).

Secuencia Nombre Fragmento Efecto
VPP/IPP Lactotripéptidos B- y k-caseina Inhibidor de la ECA
FFVAP asi1-Casokinina-5 asi-caseina Antihipertensivo

f(23-27) Inhibidor de la ECA
AVPYPQR B-casokinina-7 B-caseina Inhibidor de la ECA
f(177-183)
WLAHK Lactokinina a-lactalbamina Inhibidor de la ECA
f(104-108)
IPA Lactokinina B-lactoglobulina Inhibidor de la ECA
f(78-80)
TTMPLW ds1-lInmunocasokinina asi-caseina Inmunomodulador
f (194-199) Antihipertensivo
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YPFPGPI B-casomorfina-7 B-caseina Opioide

f(60-66) Inmunomodulador
IIAEK Lactostatina B-lactoglobulina Hipocolesterolémico
f(71-75)
FKCRRWQ Lactoferricina Lactoferrina Antimicrobiano
WRMKKLG f(17-41) Inmunomodulador
APSITCVRR
AF

1.5.1 Sistema cardiovascular

< Actividad antihipertensiva

La actividad antihipertensiva es una de las propiedades mas ampliamente reportadas de
los péptidos bioactivos de la leche debido a que existe una prevalencia mundial de
enfermedades cardiovasculares. Especificamente, muchos de estos péptidos pueden
reducir la presién arterial al inhibir la ECA. Esta enzima es la mas importante en la
regulacién de la presién sanguinea, ya que cataliza la conversién de angiotensina-l, una
hormona peptidica, en angiotensina-ll, lo que produce una constriccién vascular. Los
péptidos inhibidores de la ECA inhiben la conversién dando como resultado la dilatacion

de los vasos sanguineos vy, por lo tanto, controlando la hipersensibilidad (Bhandari et al.,
2019). Es importante mencionar, que los péptidos con mayor actividad inhibidora de la
ECA suelen tener aminoacidos N -terminales aromaticos o basicos, mayor cantidad de
aminoacidos hidrofobos y cargados positivamente en C —terminales (Sanchez & Vazquez,
2017).

Se han identificado varios péptidos inhibidores de la ECA por digestion enzimatica in vitro de
proteinas de la leche o sintesis quimica de analogos de péptidos. Como se observa en la tabla
1.3, los inhibidores de la ECA derivados de las proteinas de la leche se atribuyen a diferentes
fragmentos de caseina, llamados casokininas o proteinas de suero, llamadas lactokininas
(Park & Nam, 2015).
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Los péptidos inhibidores de la ECA de las proteinas de la leche de vaca representan el
grupo mas grande de péptidos, sin embargo también se han hallado en leche de cabra y

oveja como se muestra en la Tabla 1.4.

Tabla 1.4. Secuencia de péptidos bioactivos derivados de proteinas de leche ovina y caprina (Park

& Nam, 2015).

Fragmento de péptido Secuencia Actividad biolégica
Ovinos as1-CN f(86-92) VPSERYL Inhibidor de la ECA
Ovinos as1-CN f(102-109) KKYNVPQL Inhibidor de la ECA
Caprinos as1-CN f(143-146) AYFY Inhibidor de la ECA
Ovinos as2-CN f (165-170) LKKISQ Antibacteriano
Qvinos as2-CN f(165-181) LKKISQYYQKFAWPQYL Antibacteriano
Caprinos as2-CN f(174-179) KFAWPQ Inhibidor de la ECA
Ovinos as2-CN (184-208) VDQHQAMKPWTQPKT- Antibacteriano

KAIPYVRYL

Ovinos as2-CN f(202-204) IPY Inhibidor de la ECA

Antibacteriano
Qvinos y caprinos as2-CN f(203-208) PYVRYL Inhibidor de la ECA

Antihipertensivo
Ovinos as2-CN f(205-208) VRYL Inhibidor de la ECA
Ovinos y caprinos 3-CN f(47-51) DKIHP Inhibidor de la ECA
Ovinos B-CN f(58-68) LVYPFTGPIPN Inhibidor de la ECA
Caprinos k-CN f(59-61) PYY Inhibidor de la ECA
Qvinos y caprinos k-CN f(106-111) MAIPPK Inhibidor de la ECA
Ovinos y caprinos k-CN f(106-112) MAIPPKK Inhibidor de la ECA
Ovinos k-CN f(112-116) KDQDK Antitrombdtico
Caprinos B-Lg f(46-53) LKPTPEGD Inhibidor de la ECA
Caprinos B-Lg f(58-61) LQKW Inhibidor de la ECA
Caprinos 3-Lg f(103-105) LLF Inhibidor de la ECA
Caprinos -Lg f(122-125) LVRT Inhibidor de la ECA
Ovinos y caprinos LF f(17-41) ATKCFQWQRNMRKVR Antibacteriano

GP- PVSCIKRD
Ovinos y caprinos LF f(14-42) QPEATKCFQWQRNMR Antibacteriano
KVRGP- PVSCIKRDS
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«+ Actividad antioxidante

La mayoria de los péptidos derivados de alimentos con actividad antioxidante, muestran
caracteristicas estructurales como altas cantidades de histidina y aminoacidos
hidrofébicos que pueden aumentar la interaccién entre los péptidos y los radicales de
acidos grasos. En la leche la mayor parte de los péptidos antioxidantes reportados
provienen de caseinas, especialmente [(-caseina y as1-caseina. Los péptidos
antioxidantes de productos lacteos fermentados pueden prevenir la formacion de radicales
libres o eliminar los radicales libres existentes o los peréxidos implicados en la oxidacién
de lipidos de membrana, proteinas celulares, ADN y enzimas (Nielsen et al., 2017; Wang
et al., 2018 y Park & Nam, 2015).

La secuencia de aminoacidos WYSLAMAASDI proveniente de la La B-lactoglobulina f
(19-29) es un péptido antioxidante que se ha destacado por su gran actividad, incluso
mayor que antioxidantes sintéticos como el hidroxianisol butilado, y por lo tanto podria ser
una alternativa para su uso en el industria de alimentos (Nielsen et al., 2017).

1.5.2 Sistema inmunitario

« Actividad inmunomoduladora

La actividad inmunomoduladora se ha relacionado con la mejora de la proliferacién de
linfocitos y la sintesis de anticuerpos. Las caracteristicas fisicoquimicas como la carga
positiva, la hidrofobicidad y la longitud de la cadena peptidica influyen en las propiedades
inmunomoduladoras de los péptidos (Nielsen et al., 2017).

Se ha demostrado que los péptidos bioactivos de la leche de vaca (Tabla 1.4) tales como
B-casokininas, B-casomorfina y lactoferricina estimulan la respuesta inmunitaria asi como
derivados de la B-caseina humana. Especificamente, los péptidos derivados de caseina
estimulan la proliferacion de linfocitos humanos y la actividad fagocitica de los
macrofagos. Ademas, estos péptidos bioactivos contribuyen a la proteccion contra las
infecciones causadas por bacterias, virus y parasitos, regulan a la baja los procesos
inflamatorios autoinmunes y evitan el rechazo de los trasplantes (Vargas et al., 2019 y
Nielsen et al., 2017).
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« Actividad antimicrobiana

De forma general, los péptidos antimicrobianos (PAM) ejercen su efecto al alterar la
integridad celular principalmente en las membranas celulares bacterianas con un aumento
resultante enla permeabilidad de la membrana. La pared celular microbiana esta
compuesta de lipoproteinas que son el objetivo principal de la desintegracién para tomar
en cuenta la actividad antimicrobiana de los péptidos. Los péptidos antimicrobianos son
generalmente péptidos catidnicos, anfipaticos. La parte catidnica de los péptidos es
responsable de la interaccién electrostatica con fosfolipidos anidénicos que conducen a la
formacion de poros en la membrana citoplasmética. Debido a la formacién de poros, los
PAM se ensamblan sobre la superficie de la membrana celular y se incorporan a ella
(Bhandari et al., 2019; Wang et al., 2018 y Nielsen et al., 2017).

Los péptidos antimicrobianos se han aislado y caracterizado a partir de una variedad de
proteinas alimentarias, especialmente de la leche como las lactoferricinas derivadas de la
lactoferrina bovina (Tabla 1.4) y humana o los péptidos derivados de la caseina. Sin
embargo también se ha identificado péptidos antimicrobianos en leche de cabra y oveja
(Tablal.5). Se ha demostrado que las lactoferricinas tienen actividad antimicrobiana contra
diversas bacterias, levaduras y hongos filamentosos principalmente gram-positivos y
negativos. Sin embargo los péptidos antimicrobianos también se han aislado de huevos,
cebada, queso y arroz (Nielsen et al., 2017;Lisak Jakopovi¢ et al., 2019 y Park & Nam,
2015).

1.5.3 Sistema nervioso

% Actividad Opioide

Otra propiedad que ejercen los péptidos bioactivos es la actividad opioide. Los péptidos
opioides son aquellos péptidos que poseen similitudes farmacoldgicas con el opio, a fin de
aliviar el dolor. Las caracteristicas de secuencia comunes para estos péptidos son
tirosina en el N-terminal y fenilalanina o tirosina en la segunda, tercera o cuarta
posicion. Estos elementos estructurales permiten que los péptidos se ajusten mejor al sitio

de union del receptor de opioide(Nielsen et al., 2017 y Lisak Jakopovi¢ et al., 2019).
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Los péptidos opioides se han encontrado tanto en caseinas como en proteinas del suero,
sin embargo, los péptidos bioactivos opioides mas reconocidos son las B-casomorfinas
derivadas de caseina, ya que fueron los primeros péptidos que mostraron actividad
agonista en los receptores opioides exdgenos. Se ha descrito una actividad similar para a-
lactorfina y B-lactorfina, derivadas de a-lactalbuminay B-LG, respectivamente. También
todos los fragmentos de caseina K, conocidos como casoxinas, se comportan como
antagonistas opioides estos se han encontrado principalmente en la leche de vaca (Egger
& Ménard, 2017).

1.5.4 Sistema gastrointestinal

Las proteinas y péptidos derivados de la leche influencian la regulacion de enzimas
digestivas y la absorcién de nutrimentos en el tracto intestinal. Los fosfopéptidos de la
leche se derivan principalmente de las proteinas de la caseina y se liberan tras la
digestién enzimatica. Los residuos de serina fosforilados pueden unirse y solubilizar iones
de calcioy facilitar su biodisponibilidad y absorcién intestinal (Nielsen et al., 2017 vy

Rodriguez Hernandez et al., 2014).

Por otro lado el GMP, ha sido reconocido como un péptido bioactivo derivado de la
digestién de la k-caseina. Recientemente se ha demostrado que previene la adhesién
bacteriana y viral a las células intestinales, actia como enlazador o secuestrante de
enterotoxinas de colera y E. coli, promotor del crecimiento de bacterias probiéticas en el
tracto gastrointestinal, tales como bifidobacterias y supresor de secreciones

gastrointestinales (Carrasco Alvarado & Guerra, 2010).
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CAPITULO 2. PEPTIDOS BIOACTIVOS EN EL
PROCESAMIENTO DE QUESOS.

2.1 PRODUCCION Y CONSUMO DE QUESOS.

El queso se ha convertido en un producto muy importante en la industria lactea, ya que es
uno de los derivados de la leche mas consumidos a nivel mundial debido a sus
propiedades sensoriales y nutricionales, por lo que desempefia un papel importante en las
dietas de todos los grupos de poblacién, y su consumo diario es recomendado por las
organizaciones de salud y las autoridades mundiales (Santiago-Lépez et al., 2018 y Rolim
et al., 2020). En el afio 2018 la Union Europea se destacd como el principal consumidor
de queso, con una demanda del 47.7% del total mundial, ademas se destacaron paises
desarrollados como Estados Unidos (28.6%) Rusia y Canada. Sin embargo paises en vias
de desarrollo como Brasil también constituyen una importante demanda tal como se
muestra en la Figura 2.1 (FIRA, 2019).
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Figura 2.1. Consumo per capita de derivados lacteos de los principales paises consumidores en el

afio 2018 (FIRA, 2019).
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Es importante mencionar que Grecia es el mayor consumidor mundial (per capita) de
queso, con 27.3 kg (el Feta representa % de este consumo). Francia es el segundo mayor
consumidor de queso con 24 kg per cépita, siendo el Emmental y Camembert los quesos
mas comunes en Francia. El nimero tres corresponde a lItalia con 23 kg per capita, los
quesos mas populares son Mozzarella, el Parmigiano Reggiano y el Pecorino. En los
Estados Unidos el consumo de queso también esta aumentando rapidamente. Mozzarella
es el queso favorito de Estados Unidos ya que es uno de los principales ingredientes de la
pizza (Mikkelsen, 2014 y Pérez, 2013).

Por otro lado, entre los productos lacteos, los quesos también han ocupado en los Ultimos
afios los primeros lugares de produccién a nivel mundial (67.5% del volumen total) por
arriba de otros derivados de la leche como la mantequilla y la leche en polvo como se
observa en la Figura 2.2. Ademds su produccion se concentra en paises de primer mundo
como la ya mencionada Unidn Europea, que asi como en su demanda también sostiene el
primer lugar en la producciéon de queso, contribuyendo en 2018 con el 37.1% del total
mundial (FIRA, 2019).
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Figura 2.2. Produccion mundial y principales productores de derivados lacteos proyectados a
Diciembre del 2018 (FIRA, 2019).

A nivel nacional, el queso ocupa el cuarto lugar en producciéon de leche y derivados
lacteos, constituyendo el 8% de la produccion nacional. Se encuentra por debajo del

yogur y por encima de productos como la crema, la leche en polvo y la mantequilla. Como
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se puede observar en la Figura 2.3, los quesos sin madurar predominan la mayor parte de
la produccion en México, siendo el queso fresco el mas producido en el afio 2018,
también se destacan los quesos doble crema, panela y amarillo. Cabe mencionar que los
quesos mexicanos tienen beneficios potenciales debido a su microbiota nativa, el tipo de
leche utilizada y las técnicas artesanales aplicadas durante su produccion (CANILEC,
2019 y Santiago-Lépez et al., 2018).
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Figura 2.3. Produccién de los distintos tipos de queso en México durante 2018 (CANILEC, 2019).

Con respecto al consumo, el Panela es el queso mas consumido en México con el 52.3%,
seguido por el Oaxaca (17.4%), lo cual indica la clara tendencia de los mexicanos al
consumo de queso fresco, los quesos semi-madurados como lo son el Chihuahua (11.5%)

y el Manchego (7.3%), aun son de consumo selectivo (Galvan, 2005).

2.3 CLASIFICACION DE QUESOS

El queso puede variar ampliamente en sus caracteristicas, incluido el color, el aroma, la
textura, el sabor y la firmeza, que generalmente se puede atribuir a la tecnologia de
produccion, la fuente de la leche, el contenido de humedad y la duracion del tiempo de

maduracion, ademas de la presencia de hongos, levaduras y bacterias. Debido a esto
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existe una gran diversidad de quesos y cada pais productor tiene su propio sistema o

utiliza términos técnicos para nombrar sus productos, por lo tanto, no hay una sola

clasificacion que incluya todas las variedades de queso en el mercado (Santiago-Lopez et

al.,, 2018 y Harbutt, 2015). A continuacién se muestra la clasificacibn de los quesos

madurados:
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2.3.1 Segun su maduracion (OMS/FAOQ, 2011 y Herndndez, 2010).

Queso fresco: es el que esta listo para su consumo al finalizar su proceso de
fabricacion.

Queso madurado: es el queso que no estd listo para el consumo poco después
de la fabricacion, sino que debe mantenerse durante cierto tiempo a una
temperatura y en unas condiciones tales que se produzcan los cambios
bioquimicos vy fisicos necesarios y caracteristicos del queso en cuestion. En la
Figura 2.4 pueden observarse algunas de las variedades de quesos madurados y
su clasificacion.

Queso madurado con mohos: es un queso curado en el que la maduracion se
ha producido principalmente como consecuencia del desarrollo caracteristico de
mohos por todo el interior y/o sobre la superficie del queso.

Queso en salmuera: son los quesos madurados semilleros a blandos que se
conservan en salmuera hasta su entrega al consumidor o su prensado para la
distribucion.
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Figura 2.4. Clasificaciéon de queso basada en el proceso de maduracion (Khattab et al., 2019).
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2.4 PROCESO DE PRODUCCION DE QUESOS MADURADOS.

Tradicionalmente, el queso se fabrica convirtiendo la leche liquida en una masa
semisolida mediante el uso de un agente coagulante, como el cuajo, &cido, temperatura o
una combinacion de los mismos (Santiago-Lopez et al., 2018). De manera general los
principales pasos para la fabricacion de queso se muestran en la Figura 2.5:

Leche cruda

Seleccion
Estandarizacion
Pasteurizacion

Leche
pasteurizada

Cultivo iniciador (acidificacion)
Colorantes (opcional)

CaCl, (opcional)

Coagulante (cuajo o acido)

Coagulo (Gel)

Corte del codgulo
Agitaciony coccion
Acidificacion
Sinéresis
Desuerado

Cuajada

Moldeado
Prensado

Queso fresco

Salazon
Maduracion

Queso madurado

Figura 2.5. Protocolo general para la fabricacion de queso madurado (Fox et al., 2017).

2.4.1 Seleccion de la leche

La composiciéon del queso esté fuertemente influenciada por la composicion de la leche,
especialmente el contenido de grasas, proteinas, calcio y pH. Para la elaboracion del
gueso, la leche deber ser higiénicamente obtenida de vacas sanas. Debido a las
principales diferencias de la composicion, la leche de las vacas en las etapas muy

tempranas o tardias de la lactancia y aquellas que sufren de mastitis deben ser excluidas.



También, la leche debe ser de buena calidad microbiolégica, ya que las bacterias
contaminantes se concentraran en la cuajada de queso y pueden causar defectos o

problemas de salud publica (Fox et al., 2017).

2.4.2 Estandarizacion de la leche

La estandarizacion del contenido graso de la leche se realiza con el objetivo de tener un
contenido caracteristico de grasa en materia seca y por ende una cierta proporcion de
grasa-proteina (caseina). Esto se debe a que diferentes variedades de quesos poseen un
contenido caracteristico de grasa que les confiere un estandar de identidad. Dependiendo
de la proporcion requerida, puede modificarse a través de la eliminacion de grasa
mediante centrifugacion, adicion de leche descremada o crema, y agregando leche en
polvo. Estas adiciones también aumentan el contenido total de sélidos de la leche y, por lo

tanto, el rendimiento del queso(Fox et al., 2017).

2.4.3 Pasteurizacion

La leche se pasteuriza para eliminar los microorganismos patégenos y mantener sus
propiedades nutricionales. La pasteurizacion se desarrollé principalmente para eliminar al
patégeno M. tuberculosis, el cual es resistente a la temperatura. Cabe mencionar que la
pasteurizacion por lotes a baja temperatura y tiempo prolongado (LTLT, del inglés Low
Temperature Low Time; 63-65 °C x 30 min) se usé inicialmente, pero se reemplazé por
pasteurizacion continua ( HTST, del inglés High Temperature Short Time; 72 °C x 15 s),
siendo este tratamiento térmico al que se somete la mayoria de la leche para la

fabricacion de queso (Fox et al., 2017).

2.4.4 Adicion del cultivo iniciador

El principal objetivo del cultivo iniciador es desarrollar 4cido en la cuajada, generalmente
se logra mediante la produccién de &cido lactico a través de la fermentacion de la lactosa,
por LAB, las cuales también contribuyen al desarrollo de la textura y el sabor del producto
final. Ademas, inhiben el crecimiento microbiano sobreviviente de la pasteurizacion,
produce CO,y compuestos aromaticos. Por lo tanto, las LAB tienen un papel critico

durante el proceso de elaboracién del queso (Santiago-Lépez et al., 2018).
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2.4.5 Adicion de sales y aditivos

El calcio juega un papel importante en la coagulacion de la leche por el cuajo y el
posterior procesamiento del coagulo y, por lo tanto, es una practica comun agregar CaCl,
en la leche de queso. Una baja concentracion de iones calcio en la leche de queso causa
un coagulo blando. Esto produce pérdidas de caseina y grasa, asi como una sinéresis
deficiente durante la fabricacion del queso. En esta etapa, también pueden adicionarse
colorantes por las demandas del mercado sobre algunos quesos como es el caso del
Cheddar (Fox et al., 2017 y Gosta Bylund et al., 2015).

2.4.6 Coagulacion de la leche

La coagulacién de la leche ya sea por protedlisis o acidificacion, es la operacién clave en
la fabricacion de queso. Sin embargo la mayoria de los quesos se producen mediante
coagulacién enzimatica. En esta etapa la quimosina provoca la desestabilizacién de las
micelas de caseina y forman un gel que se conoce como cuajada (Hernandez, 2010 y Fox
et al., 2017).

Desde el punto de vista fisicoquimico la coagulacion enzimética puede dividirse en dos
fases, una primaria (hidrélisis enzimatica) y otra secundaria (agregacion). La fase primaria
implica la modificacion enzimatica de las micelas de caseina mediante la hidrdlisis de las
proteinas inducida por el cuajo. La caracteristica mas importante de esta enzima
(quimosina) en queseria, es que cataliza la hidrdlisis especifica del enlace Phe;ys — Met; g
de la k-caseina. Las dos partes resultantes de la escision de la k-caseina son una
paracaseina insoluble (fragmento 1 a 105 residuos de aminodcidos) que continta
permaneciendo en la micela de caseina y el glicomacropéptido C-terminal soluble
(fragmento 106 a 148 residuos de aminoacidos). Finalmente, como resultado de esta
accion se produce la reduccién de la carga negativa neta y de la repulsion estérica. De
esa manera, las micelas modificadas comienzan a ser susceptibles de agregarse (Scott et
al., 2003).

2.4.7 Deshidratacion del codgulo, moldeado y prensado.

La sinéresis es un paso importante en la fabricacion de queso donde el suero es

expulsado de las particulas de cuajada durante el corte del codgulo. Este proceso
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concentra la grasa y la caseina de la leche. Cuando se alcanza el grado deseado de
sinéresis y, en algunos casos el pH deseado, las cuajadas se separan del suero, se
transfiere en moldes y se somete a presion separa obtener la forma deseada mediante un

método especifico de la variedad (Panikuttira et al., 2018).

2.4.8 Salazon

La mayoria de los quesos son salados al final del proceso de fabricacion por mezcla de
sal seca, inmersion en salmuera o frotando sal seca en la superficie del queso. La sal, que
varia de aproximadamente 2 a 10% en la fase de humedad, tiene una gran influencia en
varios aspectos de la maduracion, calidad y seguridad del queso (Goésta Bylund et al.,
2015).

2.4.9 Maduracion

Los quesos se maduran durante un periodo que varia de aproximadamente 3 semanas a
mas de 2 afios, la duracién de la maduracion estd inversamente relacionada con el
contenido de humedad del queso. Las caracteristicas Unicas de cada variedad se
desarrollan durante la maduracién como resultado de un complejo conjunto de reacciones
bioquimicas. Los cambios que ocurren durante la maduracion son responsables del sabor,

el aroma y la textura del queso (Fox et al., 2017).

2.5 ACTIVIDAD BIOACTIVA DE LOS QUESOS.

Las proteinas ademas de ser las responsables de los aspectos nutricionales,
fisicoquimicos, y sensoriales del queso, son las principales precursoras de péptidos
bioactivos, principalmente las caseinas. El contenido de proteina en el queso depende de

la variedad, que va desde el 4% (queso crema) al 40% (queso parmesano).

Los péptidos bioactivos pueden liberarse en los quesos durante su procesamiento
especialmente en la maduracion durante la protedlisis. De manera general los péptidos
generados en quesos son pequefios entre 2-20 residuos de aminoacidos y principalmente
se originan de as1-CN, seguidos por B-CN y as2-CN, mientras que k-CN es menor fuente

de estos péptidos bioactivos. (Lopez-Expdsito et al., 2017 y Barac et al., 2017).
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Las diferentes variedades de quesos presentan bioactividad variable debido a que durante
el procesamiento, el tipo y la cantidad de péptidos derivados de proteinas lacteas, se ve
afectada por factores que influyen en la protedlisis , como el pH, el tipo de enzimas, la
relaciéon sal/lhumedad, el tiempo y temperatura de almacenamiento. Dicha bioactividad
esta relacionada con efectos antihipertensivos, antioxidantes, opioides, antimicrobianos,
entre otros. Cabe mencionar que los principales péptidos bioactivos estudiados son
inhibidores de la ECA, los cuales que tienen un papel importante en la regulacién de la
presidn sanguinea, sin embargo los péptidos antioxidantes derivados de la leche ganaron

interés recientemente y han exhibido su efecto preventivo sobre la reduccién del estrés

oxidante (Lépez-Expdsito et al., 2017; Barac et al., 2017.y Kocak et al., 2020).
2.5.1 Péptidos inhibidores de la ECA

La hipertension arterial es una enfermedad cardiovascular con gran presencia a nivel
mundial. La mayoria de los pacientes hipertensos son tratados con medicamentos
inhibidores de la ECA. Sin embargo, se ha demostrado que se pueden obtener pequefias
reducciones en la presion arterial promedio mediante habitos nutricionales, como la
reducciébn de la ingesta de sodio y el aumento del consumo diario de péptidos
antihipertensivos derivados de los alimentos. Diferentes estudios han mostrado la
actividad inhibitoria de la ECA en variedades de quesos con distintos péptidos bioactivos
gue son responsables de tal efecto como se presenta en la Tabla 2.1. Cabe mencionar
gue este efecto es el mejor estudiado y confirmado en estudios in vivo (LOpez-Expésito et
al., 2017 y Skwarek et al., 2018).

Las casokininas, son péptidos inhibidores de la ECA provenientes de las caseinas y se
han identificado en extractos solubles en agua de los quesos Gouda, Cheddar, Gamalost,
Gorgonzola, Grana Padano, Queso Gruyere, Manchego, entre otros. Entre estos
diferentes péptidos inhibidores de la ECA, los tripéptidos VPP e IPP pertenecen al grupo
mas potente inhibidor de la ECA y estan encriptados en la B-caseina de la leche. También
se sabe que son facilmente absorbidos por el intestino y se ha demostrado que los
péptidos que contienen Pro-Pro en el C-terminal son bastante resistentes a una mayor
degradacién por las proteasas y peptidasas digestivas. De manera similar, los péptidos

antihipertensivos derivados de as1-caseina AYFYPEL y RYLGY se encontraron en varias
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variedades de queso, como Brie, Caprino, Cheddar, Gorgonzola y Maasdam (LOpez-
Expésito et al., 2017; Skwarek et al., 2018 y Bara¢ et al., 2017).

Tabla 2.1. Péptidos identificados en extractos solubles en agua de algunas variedades de quesos
con actividad antihipertensiva. Modificado de (Lopez-Expdsito et al., 2017).

Tipo de queso Péptidos identificados
Grana Padano VPP; IPP; RYLG; HLPLP; LHLPLP
Caprino VPP; IPP; RYLG; RYLGY; AYFYPEL; LHLPLP
Cheddar VPP; IPP; RYLG; RYLGY; HLPLP; AYFYPEL; LHLPLP
Emental VPP;IPP
Fontina VPP; IPP; HLPLP
Maasdam VPP; IPP; HLPLP; AYFYPEL; LHLPLP
Provolone VPP; IPP; RYLG; LHLPLP
Gouda VPP; IPP
Gorgonzola VPP; IPP; AYFYPE; HLPLP; AYFYPEL; LHLPLP

Es importante mencionar que se ha puesto especial atencion en la identificacion de los
péptidos derivados de la caseina bovina VPP, IPP, RYLGY, RYLG, AYFYPEL, AYFYPE,
LHLPLP y HLPL(Tabla 2.2) debido a que se ha informado que poseen actividad ACE-
I (inhibidora de la ECA) en estudios in vitro e in vivo (Stuknyte et al., 2015).

Tabla 2.2. Valores de IC;, de péptidos inhibidores de la ECA (Stuknyte et al., 2015).

Secuencia Fuente caseina bovina IC5o (MM)
VPP B- CN f (84-86) 9

IPP B- CN f (74-76) 5

RYLG a s1-CN f (90-93) 225
RYLGY a s1 -CN f (90-94) 0.71
AYFYPE a s1-CN f (143-148) 261
AYFYPEL a s1 -CN f (143-149) 6.58
HLPLP B- CN f (134-138) 21
LHLPLP B -CN f (133-138) 5.5/3.7

Aungue la mayoria de los péptidos identificados en quesos son inhibidores de la ECA,
también se ha demostrado la capacidad antioxidante de diversos quesos madurados,
mediante los métodos radical libre DPPH* (1,1-difenil-2-picril-hidrazilo) y ABTS*+ (Acido

26



2,2'-azino-bis-3-etilbenzotiazolin-6-sulfonico). Algunos de estos quesos incluyen el
Camembert, Gouda, Parmesano, Coalho, Fresco y Cheddar (Skwarek et al., 2018 y Barac
et al., 2017). Con respeto a los péptidos antimicrobianos hasta, ahora no existe suficiente
informacién sobre el potencial del queso como fuente de estos péptidos (Lopes Fialho et
al., 2018).

De manera general los estudios que han demostrado la capacidad de los quesos para
producir péptidos bioactivos con actividad antihipertensiva, se han relacionado con el
tiempo de maduracién o la actividad de los cultivos iniciadores y se sabe poco sobre su
produccién en quesos frescos. Dado que este tipo de quesos representa un alto mercado
en paises Latinoamericanos, identificar péptidos bioactivos podria proporcionar un valor
adicional a sus consumidores. Los hallazgos en México sobre péptidos bioactivos
derivados del queso también son limitados, sin embargo se ha reportado actividad
antioxidante y antihipertensiva de los extractos solubles en agua obtenidos de diferentes
tipos de queso artesanal como Crema de Chiapas, Cocido y Fresco de Sonora (Santiago-
Lépez et al., 2018 y Hernandez-Galan et al., 2017).
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CAPITULO 3. PRODUCCION DE PEPTIPOS BIOACTIVOS DURANTE
LA MADURACION DEL QUESO

3.1 DESCRIPCION GENERAL DE LA MADURACION DEL QUESO

El proceso de maduracién en el queso implica cambios microbiolégicos y bioquimicos en
la cuajada, que resultan en el sabor y textura caracteristicos de la variedad particular.
Este proceso puede durar desde dos semanas (queso mozarela) o hasta dos afos
(Parmigiano Reggiano o Cheddar madurado) segun la variedad de queso. (Santiago-
Lépez et al., 2018).

Durante la maduracion, la textura se suaviza como consecuencia de hidrolisis de las
micelas de caseina por protedlisis, ocurren cambios en la capacidad de retencién de agua
de la cuajada y en el pH. También se desarrolla el sabor del queso debido a los
compuestos generados a través de la actividad enzimatica y metabdlica de los
microorganismos de la leche, los cultivos iniciadores y adjuntos (McAuliffe et al., 2019 y
Khattab et al., 2019). Como se puede observar en la Figura 3.1, los principales eventos
bioquimicos que participan en el proceso de maduracion de queso e impulsan la
generaciobn de compuestos de sabor son: el metabolismo del azucar (glucdlisis), la
degradaciéon de proteinas (protedlisis) y la descomposicion de grasas (lipdlisis)
(Nongonierma & FitzGerald, 2011).

QUESO

Lactosa Lipidos

Caseina Lipdlisis

Glucdlisis

Protedlisis

Péptidos <

~ Acidos grasos

Piruvato )
Peptidasas

Aminoacidos B-oxidacion
B-cetoacil
Diferentes vias PR
" reductosa

COMPUESTOS DE SABOR

Acidos orgénicos Péptidos Cetonas
Aldehidos Aminoacidos Lactonas
Alcoholes Cetoacidos Aldehidos

Dicarbonilos Aminas Acidos grasos

Compuestos
azufrados

Figura 3.1. Principales rutas metabdlicas microbianas que participan en la generacién de sabor de
los quesos. Modificado de (McAuliffe et al., 2019).
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3.2 GENERACION DE PEPTIDOS BIOACTIVOS (PROTEOLISIS)

En los quesos, los péptidos bioactivos se generan a través de la hidrolisis enzimética de
las proteinas de la leche en los procesos de fermentacion y maduracion (Parra Baptista et
al., 2018). Esta ultima etapa se conoce como la mas importante de la fabricacién de
guesos, ya que no solamente es la responsable de la generacion de las caracteristicas
sensoriales de los quesos como cambios en la textura del queso y liberacion de
compuestos de sabor y olor como se observa en la Figura 3.2; sino también de la
generacion de péptidos bioactivos (Pihlanto & Korhonen, 2014; Upadhyay et al., 2004 y
Santiago-Lopez et al., 2018).

Durante la protedlisis primaria las proteasas y peptidasas presentes en la leche junto con
el coagulante retenido en la cuajada actian directamente sobre las caseinas para formar
principalmente péptidos grandes y de tamafio intermedio; posteriormente, en la protedlisis
secundaria estos péptidos se hidrolizan alin mas, por las enzimas de LAB y NSLAB para
producir péptidos mas cortos que luego son degradados por una amplia gama de
peptidasas para formar aminoacidos libres (Toldra et al.,, 2018 y Nongonierma &
FitzGerald, 2011).

Proteinas de queso

Proteinasas y Coagulante
peptidasas de la

leche

residual Textura

Péptidos grandes y de tamaiio
intermedio

Proteinasas y

peptidasas
LAB Y NSLAB
[ Péptidos pequefios Bioactividad
Peptidasas
intracelulares LAB
— - Sabor
’ Aminoacidos libres
Aroma

Figura 3.2. Esquema de hidrdlisis de proteinas y enzimas involucradas en la maduracion del
gueso. Modificado de (Toldra et al., 2018).
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Por lo tanto, el resultado de la accion combinada de endo y exopeptidasas es una
acumulacién de péptidos pequefios y aminoacidos libres en el queso. Algunos de los
péptidos liberados pueden ser bioactivos si presentan la longitud y secuencia de residuos
adecuada (Toldr4 et al., 2018).

Baptista et al., (2018) mencionan que los principios generales de la protedlisis, permiten
establecer los pardmetros que afectan la liberacion de péptidos bioactivos. Las enzimas
gue median la protedlisis se originan de diferentes fuentes: la leche, el coagulante, LAB,
cultivos adjuntos y NSLAB que conducen a la liberacion de péptidos, incluidos los

bioactivos.

3.2.1 Actividad de la plasmina

La plasmina es la enzima nativa de la leche mas importante con respecto a la maduracion
del queso, con un pH y temperatura éptimos de ~7.5 y 37 °C respectivamente. La
degradacion inicial de as; -caseina y 3-caseina en el queso se ve afectada principalmente
por la plasmina, mientras que el cuajo es responsable de la degradacién inicial de asi-

caseina durante la maduracion del queso (Upadhyay et al., 2004).

Cabe mencionar, que a plasmina es una enzima termoestable y su actividad aumenta
después del tratamiento térmico, ya sea por la inactivaciéon de los inhibidores naturales de
la plasmina o por la activacion del plasmin6geno (Santiago-Lépez et al., 2018). Por lo
tanto, la accién de esta enzima, es de particular importancia, en los quesos de pasta
hilada y de alta coccidn, asi como en los quesos cuyo pH aumenta durante la maduracion
como el tipo Camembert (Hill & Kethireddipalli, 2012).

Segun Santiago-Lépez et al., (2018) la formacién de los péptidos inhibidores de la ECA en
el queso Cheddar, se ve significativamente afectada por la naturaleza de la protedlisis, en
especial, por la actividad enzimatica de la plasmina. Aunado a esto Hossain et al., (2020)
estudiaron la relacién del tratamiento térmico sobre la actividad de la plasmina y la
bioactividad inhibidora de la ECA del queso Cheddar tratado con tres temperaturas
diferentes de pasteurizacion (72, 75y 78 °C durante 15 s). En el estudio se concluyé, que
la actividad de la plasmina del queso Cheddar no se vio afectada significativamente (P>
0.05) al aumentar el tratamiento térmico durante el periodo de maduracion. Sin embargo

la bioactividad disminuy6 al aumentar la temperatura de pasteurizaciéon y el tiempo de
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maduracion. Es decir, el queso que tuvo el tratamiento térmico a 72°C mostr6 mayor
actividad inhibidora de la ECA, durante todo el periodo de maduracion como se muestra
en la Figura 3.3. Esto puede atribuirse a una menor destruccion de las enzimas

proteoliticas durante el calentamiento (Hossain et al., 2020).

% De actividad inhibidora de la ECA

30

0 30 60 90 120

Tiempo de maduracién (dias)

Figura 3.3. Actividad inhibidora de la ECA del extracto soluble en agua de queso Cheddar
pasteurizado a 72°C (e), 75°C (m) y 78°C(#) durante la maduracién. (n = 4). abc indica, dentro del
tratamiento térmico, las medias con superindices diferentes son significativamente diferentes (P
<0.05) entre si .ABC indica que, dentro del periodo de maduracion, las medias con superindice

diferente son significativamente diferentes (P <0,05) entre si (Hossain et al., 2020).

Es importante mencionar que la actividad inhibidora de la ECA increment6 hasta un mes
de maduracién, y después comenzé a disminuir. Por lo tanto este estudio resalta que
puede existir un efecto del tiempo de maduracién y temperatura de pasteurizacién sobre
la bioactividad de los quesos madurados, pudiendo afectar la cantidad y secuencia

especifica de los péptidos bioactivos (Santiago-Lépez et al., 2018).

En relacién a lo anterior, Pisanu et al., (2015) evaluaron el efecto de la pasteurizacion de
la leche sobre la bioactividad de quesos elaborados con leche de oveja. Sus resultados
mostraron que hubo una abundancia significativamente mayor (pruebat, P < 0.05) de
péptidos inhibidores de la ECA potentes en queso con leche cruda. Por lo tanto, el autor

menciona que el sustrato de la proteina de la leche se vuelve menos susceptible a la
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protedlisis en los quesos pasteurizados debido a los cambios que ocurren en las proteinas
cuando se someten a tratamiento térmico como desnaturalizacion, formacion de

complejos de caseina-proteinas de suero, modificaciéon de residuos de aminoacidos, asi

como otros cambios quimicos.
3.2.2 Enzimas coagulantes

El cuajo tradicional utilizado para la fabricacion de queso es el de origen gastrico,
secretado por rumiantes jovenes, que contiene quimosina y pepsina como proteinasas
principales (Timén et al., 2014). La mayor parte del cuajo agregado a la leche de queso se
elimina en el suero, pero la parte retenida en la cuajada desempefia un papel importante
en la protedlisis inicial de las caseinas en la mayoria de los quesos. Sin embargo, el cuajo
se desnaturaliza de manera extensa o completa en variedades donde las temperaturas de
coccién de la cuajada exceden los 55 °C, como en los quesos Emmental, Parmigiano-
Reggiano y Mozzarella. Por lo tanto su retencion y actividad en el queso, y la consiguiente
hidrélisis de la caseina as1, depende de factores tecnholégicos como el pH en el drenaje,
la temperatura de coccién o la humedad del queso (Upadhyay et al., 2004; Vélez et al.,
2015 y Hill & Kethireddipalli, 2012).

Debido a la expansién en la produccién de quesos se han buscado alternativas al cuajo
tales como la quimosina recombinante, sin embargo esta prohibida en algunos paises por
asuntos religiosos o relacionados con la dieta, por lo que diversos investigadores se han
dado la tarea de encontrar nuevos coagulantes de la leche (Alavi & Momen, 2020).
Ademas de la quimosina recombinante, existen otras opciones al cuajo que se han
utilizado ampliamente en la practica comercial como las pepsinas bovina y las proteasas
microbianas producidas por Rhizomucor miehei, Rhizomucor pusillus y Cryphonectria

parasitica (Timoén et al., 2014).

En los dltimos afios los coagulantes de origen vegetal han recibido un mayor interés, en
especial las proteasas asparticas (PA) de las flores de las plantas de cardo,
particularmente el género Cynara L. Su importancia, con respecto al tema de estudio se
debe, a que la actividad proteolitica de las PA de cardo es mayor que la de la quimosina,
por lo que los coagulantes de cardo son mas capaces de hidrolizar caseinas y liberar

péptidos bioactivos encriptados dentro de las moléculas de caseina intactas. Sin embargo
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una alta protedlisis puede causar una maduracion excesiva y la generacion de péptidos
amargos. Se ha informado que algunos quesos elaborados con leche bovina presentan
sabor amargo, por lo que este tipo de coagulante podria ser una opcidon mas adecuada
para quesos de leche ovina y caprina los cuales no se mostr6 un sabor amargo notable
(Alavi & Momen, 2020).

Con respecto a la produccién de péptidos bioactivos, se han realizado estudios que
comparan la actividad antioxidante de quesos elaborados con cuajo vegetal y animal.
Timoén et al.,, (2014) demostraron una mayor capacidad antioxidante en quesos tipo
burgos coagulados con proteinasas de flores de cardo (Cynara cardunculus) que los
producidos con cuajo de origen animal, siendo mas eficientes en la inhibicién de radicales
(DPPH) y la quelacion de metales. También se ha informado que los quesos preparados a
partir de mezclas de quimosina y un coagulante de cardo de flores de Silybum
marianum (75% de quimosina / 25% de extracto de enzima S. marianum) tienen una
mayor actividad antioxidante que los quesos coagulados con 100% de quimosina (Timon
et al., 2014 y Alavi & Momen, 2020).

3.2.3 Enzimas de bacterias dcido ldcticas.

Ademas de la importancia de las enzimas proteoliticas de LAB en las propiedades
organolépticas del producto final, se ha demostrado que estas bacterias poseen amplios
sistemas proteoliticos capaces de liberar péptidos bioactivos (Rodriguez Hernandez &
Chavez Matinez, 2018). La mayor parte del conocimiento se ha adquirido
en Lactococcus lactis considerado como el modelo de la familia LAB que agrupa los
géneros Lactococcus , Lactobacillus , Leuconostoc , Pediococcus
y Streptococcus (Juillard et al., 2021).

El sistema proteolitico de LAB, esta compuesto por una proteinasa asociada a la envoltura
celular (PrtP o lactocepina), 3-4 proteinasas intracelulares, oligoendopeptidasas
intracelulares (PepO, PepF) que hidrolizan péptidos grandes, hasta al menos 30 residuos
de aminoéacidos, varias aminopeptidasas (PepN, PepC, PepG, PepA, Pepl), una
pirolidona carboxil peptidasa (PCP), una dipeptidil aminopeptidasa (PepX), una prolina
iminopeptidasa (Pepl), una aminopeptidasa P (PepP), una prolinasa (PepR), una

prolidasa (PepQ), dipeptidasas generales (PepV, PepD, PepDA) y una tripeptidasa
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general (PepT). También poseen sistemas de transporte de oligopéptidos , di / tripéptidos

y aminoacidos como se muestra en la Figura 3.4 (McSweeney, 2004).

Proteinasas intracelulares
Endopeptidasas
(PepO, PepF)

Proteinasa asociada a
la envoltura celular
(CEP, PrtP,
Lactocepina)

"
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Aminopeptidasas
(PepN, PepC, PepA, PCP, Pepl)

Peptidasas especificas de Prolina
(PepX, Pepl, PepR, PepQ, PepP)

Dipeptidasa
(PepV, PepD, PepDA)

LIsIs
Tripeptidasa

Aminodcidos

Sin carboxipeptidasa

Sistemas de Di, tripéptidos

Transporte Oligopéptidos

Figura 3.4. Resumen del sistema proteolitico de Lactococcus. Los sistemas proteoliticos de otras

bacterias del &cido lactico son generalmente similares (McSweeney, 2004).

De manera general, la degradacion de la caseina se logra en un proceso de tres pasos:
En primer lugar, las proteinasas de LAB después de la lisis de la célula, se asocian a la
envoltura celular para degradar la caseina en oligopéptidos (Venegas-Ortega et al., 2019).
Las proteasas con especificidad Pl hidrolizan principalmente la § caseina, y la parte N-
terminal del péptido 1-23 de asi-caseina; las proteasas con especificidad PIII hidrolizan
las tres caseinas principales (asi, B, k), y la parte C-terminal del péptido 1-23 de as:-

caseina (Juillard et al., 2021).
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Figura 3.5. Degradacién de caseina extracelular y liberacion de péptidos bioactivos a través del

sistema proteolitico de LAB basado en L. lactis. Modificado de (Juillard et al., 2021).

En segundo lugar, como se observa en la Figura 3.5, un sistema de transportadores
activos (Opp, Dpp y DtpT) participan en la captacion de péptidos en el citoplasma; en este
punto, los péptidos que no fueron transportados son los que participan como promotores
de salud, dependiendo de la secuencia de sus aminoacidos (Venegas-Ortega et al.,
2019). Dentro de los sistemas transportadores, Opp de L. lactis, es capaz de transportar
péptidos de hasta 18 residuos. DtpT transporta dipéptidos y tripéptidos (especialmente
hidrofilicos y con carga) mediante fuerza motriz de protones. Por su parte Dpp transporta
dipéptidos, tripéptidos y tetrapéptidos (especialmente hidrofébicos de cadena ramificada)
usando moléculas de ATP (Monzon, 2012).

Como punto final en el proceso de protedlisis, las endopeptidasas intracelulares,
participan en la generacion de aminoacidos libres que se utilizan en el proceso de sintesis
de proteinas para las necesidades de LAB (Venegas-Ortega et al., 2019). Las peptidasas
que se han identificado dentro de LAB exhiben diferentes preferencias de sustrato
(oligopéptidos, dipéptidos o tripéptidos) y especificidades de escision (generales o

especificas para algunos aminoacidos). Sin embargo, como las caseinas son ricas en
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prolina, los LAB tienen numerosas prolina peptidasas para degradar péptidos ricos en
prolina (Juillard et al., 2021).

Por lo tanto durante el proceso de maduracion del queso, PrtP, esta involucrada en la fase
inicial de hidrdlisis de la proteina de la leche en la produccién de péptidos bioactivos, ya
gue hidroliza oligopéptidos que fueron producidos a partir de as;-caseina por quimosina o
de B-caseina por plasmina, a péptidos mas pequefios (Shivanna & Nataraj, 2020). Lo que
sugiere que la protedlisis de la caseina por la proteinasa extracelular es el parametro mas
importante en la produccion de componentes bioactivos a partir de la leche (Pihlanto &
Korhonen, 2014). Sin embargo, la actividad de PrtP ha mostrado especificidad de especie
y/lo cepa para producir péptidos bioactivos de diferente masa molecular y actividad
(Shivanna & Nataraj, 2020).

3.2.4 Cultivos adjuntos

Los cultivos adjuntos se utilizan en la fabricacion de queso con el objetivo de mejorar el
desarrollo del sabor de algunos quesos madurados. Ademas, diferentes cultivos adjuntos
han sido reconocidos por su capacidad de producir enzimas con especificidad para
hidrolizar caseinas , lo que conduce a la liberacién de péptidos bioactivos. La eleccién del
cultivo adjunto que se utilizara en la fabricacion de queso debe tener en cuenta el proceso
de fabricacion de cada variedad de queso y las caracteristicas deseables del producto
final (Parra Baptista et al., 2018). Cepas de Lactobacillus spp. (por ejemplo, Lactobacillus
helveticus y Lactobacillus delbrueckii ) se usan ampliamente como cultivos adjuntos para

el desarrollo del sabor (Blaya et al., 2018).

Lactobacillus helveticus es uno de los microorganismos capaces de liberar péptidos
bioactivos a partir de la leche y productos lacteos, como la leche fermentada y algunos
quesos madurados. Ademas favorece las caracteristicas sensoriales de los quesos como
reducir el amargor y dar un sabor caracteristico al queso (Griffiths & Tellez, 2013). En un
estudio realizado por Baptista et al., (2018) se evalué el efecto de la adicién del cultivo
adjunto Lactobacillus helveticus LH-B02 sobre la protedlisis y el perfil peptidico del queso
Prato durante la maduracién. Este estudio demostro que la adicion del cultivo favorecio la
liberacion de péptidos de la B-caseinay, en particular, el péptido inhibidor de la enzima

convertidora de angiotensina B-CN (f194-209) después de 60 dias de maduracion. El
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sistema de L. helveticus también ha sido bien caracterizado, por lo que aprovecharlo de
una manera eficiente abre oportunidades a futuro para buscar nuevos compuestos
derivados de alimentos con potenciales propiedades promotoras de la salud (Griffiths &
Tellez, 2013).

3.3 QUESOS CON PEPTIDOS QUE PRESENTAN BIOACTIVIDAD
ANTIHIPERTENSIVA IN VITRO

Los péptidos antihipertensivos se han estudiado ampliamente debido a la alta incidencia
de hipertensién, que actualmente se considera una de las enfermedades crénicas no
transmisibles mas graves a nivel mundial (Gémez-Ruiz et al., 2004). Se han identificado
péptidos bioactivos producidos por varios quesos durante la maduracién, principalmente
los que inhiben la ECA producida en el cuerpo humano. La consiguiente inhibicién de la
ECA disminuye el nivel de péptidos responsables de la vasoconstriccion y, por lo tanto,
puede provocar un efecto antihipertensivo (Munir et al., 2020).

Debido a que el WSE de los quesos contiene la mayoria de los péptidos, generalmente se
evalua la inhibicion de la actividad de la ECA midiendo el valor de la concentracion
inhibitoria semimaxima (IC so) in vitro (Basirico et al., 2015). Esto Ultimo representa la
concentracion de queso o un péptido individual capaz de inhibir la actividad de ECA en un
50% (Butikofer et al., 2007). In vivo se representa por la disminucion de la presién arterial
en organismos vivos como pueden ser ratas en modelos de investigacion o seres

humanos (Barrén, 2012).

El reconocimiento del potencial de liberacion de péptidos bioactivos durante
la maduracién del queso ha llevado a los investigadores a identificar cepas especificas de
bacterias acido lacticas capaces de promover la liberacion de péptidos bioactivos de
la caseina (Domingues Galli et al., 2019).También se ha estudiado la influencia de la
adicion de ciertas cepas probiéticas o la digestién gastrointestinal simulada sobre la

actividad inhibidora de la ECA de diferentes tipos de quesos (Lopez-Expoésito et al., 2017).

Los estudios sobre la bioactividad de los quesos han revelado el potencial inhibidor de la
ECA de diferentes variedades de queso (Munir et al., 2020). En la Tabla 3.1 se muestran

algunos péptidos identificados en extractos solubles en agua de diversos quesos con
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diferente tiempo de maduracion asi como los microorganismos involucrados. Es

importante mencionar que el tiempo de maduracién mostrado se refiere al tiempo en el

cudl se encontr6 la mayor actividad inhibitoria de la ECA o mayor concentracién de

péptidos inhibidores.

Tabla 3.1. Hallazgos importantes en diferentes variedades de queso sobre la actividad

Antihipertensiva.

Tipo de Tiempo de Péptidos Microorganismos Hallazgos Referencias
gueso maduracion | detectados Involucrados importantes
Parmigiano La mayoria de los
(ggr%%firi‘gl) péptidos inhibidores
- VPP Cultivo iniciador de la ECA
18 meses IPP Lactobacillus aumentaron después | (Martini et al.,
YPFPGPI helveticus de la digestion in vitro | 2020)
LHLPLP en funcion del tiempo | (Basirico et al.,
HLPLP de maduracion. 2015)
P(Z\rda;nao VPP Cultivo iniciador Durante la digestion
IPP Lactobacillus gastrointestinal in (Stuknyte et al.,
11 meses RYLGY helveticus vitro se lleva a cabo | 2015)
LHLPLP la formacién y
HLPLP degradacion de
péptidos inhibidores
de la ECA.
Manchego
DKIHPF Cultivos iniciadores | La concentracion de
VRYL Lactococcus los péptidos
8 meses LPQNILP lactis subsp. lactisy | inhibidores de la ECA (Gébmez-Ruiz et
VPSERYL Leuconostoc varié con el proceso al., 2004)
KKYNVPQL mesenteroides subsp de produccion y el

dextranicum

tiempo de

maduracion.
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Cheddar IPP Las concentraciones
(comercial) VPP de los péptidos
| VRYL Cultivos iniciadores | inhibidores de laECA | (Lu etal., 2016)
\ [?} 12 meses FFVAP (no mencionados) aumentaron hasta
3 ) EKDERF una cierta etapa de
YPFPGPIPN maduracion.
Queso Prato
r YQEPVLGP Cultili/:;olgci)gicebiores El cultivo adjunto (Baptista et al,
‘ 4 meses V-RGPFPIIV | lactis spp. lactis y Lac condujo a una mayor 2020)
: N ~ tococcus actividad inhibitoria
\ lactis spp . cremoris de la ECA durante la
Cultivo adjunto maduracion del
El queso crema de
dQ:%shci)acpr:sma Chiapas contiene
(comercial) Semi No se cepas altamente (Gonzalez et al.,
4 . Madurado identificaron Microbiota nativa proteoliticas capaces 2019)
e "I‘i}" (3 meses) las secuencias de liberar
gif”ik:' | compuestos
T bioactivos
No se El producto
Quesc_) Cotija identificaron comercializado posee | (Hernandez-Galan
mexicano
(comercial) las secuencias un contenido et al., 2016)
" 3mesesyl Microbiota nativa significativo de
semana péptidos inhibidores
de la ECA.
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Cultivo iniciador

(?auberzocgﬁ Lactococcus El uso de cultivos
salmuera 2 meses No se lactis subsp lactisy L | adjuntos contribuye a (Kocak et al.,
2 %ca : identificaron actococcus aumentar la actividad 2020)
l las secuencias | lactis subsp cremoris | inhibidora de la ECA.
b Cultivo adjunto
| Lactobacillus
‘ casei (ATCC 393)
Los quesos
R(?quueesfc())rt KEMPFPKY- elaborados con leche
Brasilefio 3 meses PVE cruda presentaron (Meister et al.,
(comercial) LGPVRGPFPI No menciona una mayor actividad | 2012)
inhibidora de la ECA
que los de leche
pasteurizada.
Cultivo iniciador
_ _ Lactococcus_ Los péptidos
dted s S boaeinos | (oomingues
Fragmento Iaét:Z;g?izp' Importantes se etal., 2019)
Amesesy 1 B-CN encontraron en el
semana (f193-209) Cultivo secundario | queso durante todo el

Penicillium candidum

Cultivo adjunto
Lactobacillus
rhamnosus GG

tiempo de

maduracion.

3.3.1 Parmigiano Reggiano

Parmigiano Reggiano (PR) es uno de los quesos italianos mas conocidos y exportados

en todo el mundo, ademas se considera un alimento funcional debido a la presencia de

diferentes compuestos con actividades biolégicas particulares. Es un queso extraduro y

de maduracion larga producido a partir de leche cruda de vaca. Este queso contiene

aproximadamente un 33% de proteina y esta registrado como queso de Denominacion de

Origen Protegida (Basirico et al., 2015).

Recientemente Matrtini et al., (2020) identificaron péptidos antihipertensivos (Tabla 3.1) en

WSE de queso PR. En el estudio se evalué el efecto del tiempo de maduracion (12, 18 y

24 meses) y su digestion in vitro sobre la evolucion de los péptidos bioactivos. La mayoria
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de los péptidos inhibidores de la ECA potentes, mostraron una tendencia creciente
después de la digestion, en funcién del tiempo de maduracion. Cabe mencionar que los
péptidos VPP e IPP se encontraron en las muestras no digeridas y digeridas de los
extractos solubles en agua en todos los tiempos de maduracion, sin embargo el péptido
YPFPGPI no se detectd en las muestras no digeridas. La cantidad de VPP e IPP
encontrada en PR madurado a los 12 meses fue de 6.87 + 0.68 y 1.63 + 0.82 mg/ kg,
respectivamente. A los 18 meses se alcanzé la concentracibn maxima (11.34 £ 0.21 y
4.24 + 2.85 mg/kg, respectivamente) y se observd una disminucion a los 24 meses de
maduracién (4.52 £+ 0.28 y 0.66 + 0.05 mg/kg, respectivamente). Con respecto a los
extractos digeridos se obtuvo un aumento en la concentracién a los 12 y 18 meses
principalmente en IPP, sin embargo se observo una disminucion significativa de VPP a los
24 meses de maduracién. De igual manera Basirico et al., (2015) identificaron en WSE de
PR de 12 meses de maduracion los péptidos VPP e IPP, ademas de los péptidos LHLPLP
y HLPLP antes y después de la digestiobn gastrointestinal. Se determiné una actividad
inhibitoria de la ECA mayor en las muestras digeridas de queso, mostrando valores
menores de IC 5 (3.20 + 1.69 g de péptidos/mL) en comparacion con las no digeridas in
vitro (7.92 + 2.08 g de péptidos/mL).

3.3.2 Queso Grana Padano

El queso Grana Padano, es otro queso Italiano que se ha caracterizado por sus
cualidades nutricionales positivas. Es un queso de larga maduracion (1 a 2 afios)
elaborado con leche de vaca, es semigraso de pasta dura cocida y posee denominacion

de origen protegida (Summer et al., 2017 y Crippa et al., 2018).

En un estudio realizado por Stuknyte et al., (2015) se investigd la presencia de ocho
péptidos inhibidores de la ECA (VPP, IPP, RYLGY, RYLG, AYFYPEL, AYFYPE, LHLPLP
y HLPLP) en muestras de Grana Padano no digeridas y digeridas in vitro (en estbmago e
intestino). Se encontraron los siguientes péptidos en las muestras de Grana Padano no
digeridas (mg/kg): VPP 2.76, IPP 2.49, RYLG 0.07, HLPLP 0.23, LHLPLP 0.38, en la
fraccion de masa total de péptidos inhibidores de la ECA de 5.93 mg/kg. Después de la
digestidn gastrica, se encontraron los siguientes péptidos (en mg/kg): VPP 2.85, IPP 1.22,
RYLG 1.72, HLPLP 0.71, en la fraccion de masa total de péptidos inhibidores de la ECA

de 6.50 mg/kg. Después de la digestion intestinal se encontraron los siguientes péptidos
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(en mg/kg): HLPLP 4.64 y LHLPLP 306, en una fraccion de masa total de péptidos
inhibidores de la ECA de 311 mg/kg. Por lo tanto, los resultados apoyan que durante la
digestion gastrointestinal in vitro puede existir tanto la formacion como la degradacién de
ciertos péptidos, por lo que el potencial inhibidor de la ECA del queso, no se puede inferir
del perfil de péptidos inhibidores de la ECA del queso no digerido. Ademas mencionan
gue en el queso Grana Padano, Lactobacillus helveticus junto con plasmina, proteinasas
y peptidasas de Lactobacillus spp son los principales responsables de la liberacién de

péptidos que tienen una actividad inhibidora sostenida de la ECA.

3.3.3 Queso Manchego.

El queso manchego se produce en la regién de La Mancha de Espafia, es elaborado con
leche de oveja cruda o de leche pasteurizada en la forma industrial. Su periodo de
maduracién va desde los 3 meses hasta un afio (Kongo & Malcata, 2015). En el queso

manchego también se han identificado péptidos bioactivos.

Gbdmez-Ruiz et al.,(2004) investigaron la produccion de péptidos inhibidores de la ECA a
lo largo del tiempo de maduracion (2, 4, 8 y 12 meses). En el estudio se evalu6 un queso
control (leche cruda de ovino y sin cultivos iniciadores) y quesos experimentales (leche
ovina pasteurizada y con cultivos iniciadores seleccionados). Como resultado se
identificaron péptidos inhibidores de la ECA (DKIHPF, VRYL, LPQNILP, VPSERYL,
KKYNVPQL) a lo largo del tiempo de maduracion y se alcanzé un maximo a los 8 meses.
Sin embargo, la concentracién del péptido mas activo, decir, VRYL (ICso 24.1 yM) fue mas
alta en el queso experimental en el cual se utilizaron los cultivos iniciadores mencionados
en la Tabla 3.1. A grandes rasgos, aunque no se observé una tendencia general para los
demas péptidos, ya que su concentracion varié fuertemente con el tipo de queso y el
tiempo de maduracion, la mayoria de ellos alcanzaron concentraciones maximas en el
gueso Manchego de leche cruda seguido por el queso Manchego experimental ya
mencionado. Cabe mencionar que las cepas incluidas en este queso (Tabla 3.1) ya se
han reportado en quesos Manchegos de buena calidad y han demostrado exhibir una alta
actividad inhibidora de la ECA in vitro. Ademas, en otro estudio realizado por el mismo
autor encontrg, que la actividad antihipertensiva en el queso Manchego disminuia en los
primeros 4 meses, era maxima a los 8 meses de maduracion y disminuia nuevamente a

los 12 meses.
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3.3.4 Queso Cheddar comercial

El queso Cheddar es un queso madurado producido por acidificacion y concentracion
de leche bovina después de la formacion de gel con cuajo. El periodo de maduracion
puede variar segun el tipo de queso: 3 meses para un queso suave, 6 meses para
maduros medios, 9 meses para maduros, 12-18 meses para maduros extra y 18-24

meses 0 mas para Cheddar arfiejo (Banks, 2011).

En un estudio realizado por Lu et al.,(2016) se determin6é la concentracion de seis
péptidos con alta actividad inhibitoria de la ECA (IPP, VPP, VRYL, FFVAP, EKDERF,
YPFPGPIPN) en quesos Cheddar comerciales. Estos quesos se produjeron por dos
fabricantes diferentes (A y B) y también se evalué la influencia del tiempo de maduracion
del queso en la actividad inhibitoria de ECA. Todo esto se realizé durante un periodo de
tiempo de dos afios. De manera general se obtuvo que las concentraciones de estos 6
péptidos aumentaron hasta una cierta etapa de maduracién. La mayor actividad inhibitoria
de la ECA se observé en el queso Cheddar de marca A madurado por 1 afio (ICso =7.6
mg/mL) que también tenia las concentraciones mas altas de IPP (2.8 mg/100 g de queso)
y VPP (7.4 mg / 100 g de queso). Sin embargo las concentraciones de estos péptidos de
la misma marca y su actividad inhibitoria de la ECA (ICso =10.4 mg/mL) fueron las mas

bajas a los 2 afios de maduraciéon en comparacion con los quesos de 2, 6, 9y 12 meses.

El queso de la marca B de 1 afio de edad también mostré una alta actividad de ECA (ICso
=8.3 mg/mL), debido a altas concentraciones de EKDERF (5.3 mg/100 g de queso), VRYL
(5.0 mg/100 g de queso) e YPFPGPIPN (1.4 mg/100 g de queso). Cabe mencionar que la
concentracion del péptido EKDERF para el queso de la marca A, aumentd con el tiempo
de maduracion hasta 6 meses, pero disminuyd con tiempos de maduracion mas largos,
como 9 meses a 2 afios. Sin embargo para los quesos de la marca B, se observd una
tendencia creciente en la concentracion de EKDERF y no se detect6 diferencia
significativa en la actividad inhibitoria en quesos durante el tiempo de maduracion de 2

meses a 2 afios con el tiempo de maduracion.

Por otra parte el contenido méximo de VRYL fue de 7,5 mg/100 g de queso y se obtuvo
en el queso Cheddar de marca B de 2 afos. El contenido maximo de YPFPGPIPN fue de

6,8 mg/100 g de queso y se detectd en el queso Cheddar de marca A de 6 meses de
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edad. Con respecto, al péptido FFVAP se encontré en una concentracibn muy pequefia
en el queso Cheddar de la marca B pero no se detecté en las muestras de queso de la
marca A. Por lo tanto se infiere que las practicas de fabricacién especificas, asi como el
tipo de cultivos iniciadores y la microbiota NSLAB pudieron influir en las diferencias de las

concentraciones de los péptidos y su actividad inhibitoria de la ECA.

Es importante mencionar que el autor sugiere que es necesario validar los efectos
antihipertensivos en estudios in vivo de estos péptidos obtenidos en el queso Cheddar, los
tripéptidos IPP y VPP tendrian efectos antihipertensivos y su efecto se podria obtener al

consumir 100 g de queso Cheddar de la marca A durante un afio .

3.3.5 Queso Prato

El queso Prato, es el queso madurado mas producido en Brasil y en los ultimos afios los
estudios realizados para mejorar sus caracteristicas funcionales han tenido interés
econémico y de salud publica. Como se menciond anteriormente por Baptista et al.,
(2018) la adicion del cultivo adjunto Lactobacillus helveticus favorece la liberacion de
péptidos inhibidores de la ECA después de 60 dias de maduracion en el queso Prato.
Cabe mencionar que el mismo grupo de investigadores, con el fin de satisfacer la
demanda de la sociedad de alimentos saludables, evaluaron el efecto combinado de la
reduccién de sal, la adicion del cultivo adjunto Lactobacillus helveticus LH-B02 y el tiempo

sobre el potencial antihipertensivo del queso Prato.

En general se observd, que la adicién del cultivo adjunto como la reduccién de la sal
favorecié la abundancia del péptido bioactivo YQEPVLGPVRGPFPIIV. El autor menciona
que esta secuencia peptidica tiene tres aminoacidos hidrofébicos en su secuencia de
tripéptido C-terminal, que es un factor determinante para la union a la ECA y la
consiguiente actividad inhibidora. También hubo un incremento de la actividad inhibitoria
de la ECA con la adicion de LH B02, que varié de 75.48% en queso control a 79.67% en
queso hecho con la adicién de cultivo adjunto, independientemente del contenido de sal.
La actividad inhibitoria aumentd conforme avanzaba la maduracién y se observé la mayor

actividad inhibitoria (90.22%) a los 120 dias de maduracion.
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3.3.6 Queso Crema de Chiapas

El queso crema de Chiapas (CCH) es un queso tradicional semi-madurado fabricado en el
sur tropical de México con leche cruda de vaca. Se caracteriza por su sabor &cido y sus
propiedades sensoriales cremosas. Gonzélez et al., (2019) probaron la hipétesis de que
estos quesos contienen cepas altamente proteoliticas capaces de liberar compuestos
bioactivos mediante la hidrdlisis de proteinas de la leche. En el estudio se evaluo la
actividad inhibitoria de la ECA en fracciones solubles en agua de quesos fabricados en
dos regiones diferentes. Se obtuvieron valores ICso (mg/mL) de 2.75 + 0.50 y 1.75 + 0.49
para las muestras de Veracruz y Tabasco respectivamente. Cabe mencionar que el queso
de Veracruz presentd mayor actividad proteolitica lo cual se confirm6 al presentar una
concentracion mas alta de aminoacidos libres en comparacion con el fabricado en
Tabasco. Esto también podria explicar que el queso producido en Veracruz con mayor
actividad proteolitica mostr6 menor potencia de actividad inhibitoria de la ECA que las
muestras de Tabasco. Ademas, se evaluaron las capacidades proteoliticas de la
microbiota aislada del CCH y su actividad proteolitica fue similar a la cepa comercial de
referencia (Lb. helveticus DSM13137) y dos de las cepas aisladas mostraron una
actividad inhibidora de la ECA similar a Lb. helveticus DSM13137. Estos aislados de
queso podrian conducir a la produccion de alimentos funcionales con una gama de

funcionalidades biolGgicas.

3.3.7 Queso Cotija mexicano

El queso Cotija es un queso mexicano artesanal producido con leche cruda de vaca y
requiere un minimo de tres meses de maduracion. Su corteza es dura, alto contenido de
sal, textura firme con aroma fuerte o picante. Herndndez-Galan et al., (2016) midieron la
actividad inhibidora de la ECA de los péptidos liberados durante un periodo de
maduracion de 6 meses. La actividad inhibidora de la ECA de los péptidos se midi6 en las
fracciones con los péptidos de menor peso molecular solubles e insolubles en etanol
(EtOH-SN y EtOH-NSN) ya que los péptidos pequefios son los principales en los que se
ha detectado esta actividad biol6gica. En EtOH-SN, la actividad inhibidora de la ECA
aument6 abruptamente durante las primeras 5 semanas de maduracién y en la semana 6
alcanzo el 100%. Mientras que, en EtOH-NSN, la actividad inhibidora de la ECA aumento

continuamente después de la semana 6, alcanzando un estado estable después de la
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semana 9. Después de 17 semanas, la actividad inhibitoria de la ECA en ambas
fracciones fue similar, presumiblemente porque en este punto la mayoria de los péptidos
en EtOH-SN y EtOH-NSN son de cadena corta con actividad similar. En resumen la
actividad inhibitoria de la ECA ejerce sus niveles maximos después de 13 semanas de
maduracién. Por lo tanto, se concluy6é que considerando que el queso Cotija madura al
menos durante 3 meses (12 semanas), el producto comercializado posee un contenido
significativo de péptidos bioactivos con un posible efecto sobre la salud que hace que

Cotija sea un gueso funcional.

3.3.8 Queso de Cabra en salmuera blanca

El queso de salmuera blanca es el tipo de queso producido y consumido mas
comunmente en Turquia y similar al queso Feta. Se fabrica a partir de leche de vaca,
ovino y caprino o de mezclas de estas leches. En el método industrial, se aplica
tratamiento térmico a la leche y se agrega cultivo iniciador. Este queso es especifico en su

periodo de maduracion de 2 a 3 meses en salmuera (Kocak et al., 2020).

Kocak et al.,(2020) evaluaron los efectos de diferentes cultivos adjuntos sobre la actividad
inhibitoria de la ECA de un queso de cabra en salmuera blanca durante un periodo de
maduracién de 3 meses. De manera general se obtuvo que la actividad inhibidora de la
ECA de las muestras de queso que contenian cultivos adjuntos (Lactobacillus casei ATCC
393, Lactobacillus plantarum ATCC 14917 y Lactobacillus
delbrueckiii subsp bulgaricus ATCC 11842) fue mayor que la de la muestra de control
después de 30 dias de maduracion. La actividad inhibidora de la ECA mas alta (51.95%)
se determin6 después de 60 dias de maduracion, en la muestra que queso que contenia
el cultivo adjunto Lactobacillus casei que también fue la cepa mas proteolitica. Ademas
encontré que la actividad inhibidora de la ECA de todos los quesos estaba de acuerdo con
el nivel de protedlisis, siendo maxima en 60 dias de maduracion y disminuy6 ligeramente
al final del periodo de maduracion. Por lo tanto el uso de cultivos adjuntos en la
fabricacion de queso de cabra con salmuera blanca contribuye a aumentar la actividad
inhibidora de la ECA.
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3.3.9 Queso tipo Roquefort Brasileino

El queso Roquefort es un queso Francés hecho de leche de oveja, con un periodo de
maduracion de 3 a 5 meses. Tiene textura cremosa con un sabor fuerte, picante y salado.
Pertenece al grupo de los quesos azules debido a las venas de color azul que se
desarrolla a partir del crecimiento de Penicillium roqueforti (Kongo & Malcata, 2015). Este
tipo de gqueso también se caracteriza por una intensa protedlisis durante su periodo de
maduracién. Algunos péptidos derivados del queso han demostrado tener actividad

antihipertensiva como es el caso de los quesos de leche ovina.

Meira et al., (2012) determinaron la actividad inhibitoria de la ECA de quesos Brasilefios
tipo Feta (fresco y madurado) y Roquefort. De manera general el queso tipo Feta sin
madurar tuvo una actividad inhibitoria menor del 46.45%, sin embargo el madurado por 2
meses aumento hasta un 75% y el queso Roquefort tuvo el valor mas alto de 80%. Los
guesos elaborados con leche cruda presentaron una mayor actividad inhibidora de la ECA
que los elaborados con leche pasteurizada, lo que podria atribuirse a una mayor
presencia de enzimas proteoliticas de la microbiota lactea (NSLAB). Cabe mencionar que
el queso Roquefort mostré el valor maximo de ICso, correspondiente a 0.34 mg / mL. La
investigacion se centrd principalmente en el queso tipo Roquefort ya que mostré las méas
altas propiedades tanto antioxidantes como antihipertensivas. Especificamente, el péptido
HKEMPFPKYPVQPF, posee una alta homologia con el péptido de B-CN (122-132) en
WSE tipo Roquefort el cual se describi6 tener ambas bioactividades y el péptido
LGPVRGPFPI incluye el péptido inhibidor de la ECA VRGPFP que se encuentra en el
gueso Manchego. Todos los péptidos identificados en el queso Roquefort mostraron al
menos un residuo de prolina, lo que puede contribuir a la afinidad de unién del péptido al

sitio activo de la enzima ACE.

3.3.10 Queso tipo Camembert

El Camembert es un queso suave y de alta humedad que esta cubierto con una capa
blanca aterciopelada originada por el crecimiento del moho Penicillium candidum. Durante
su maduracion ocurre una alta actividad proteolitica debido a las enzimas involucradas en
el proceso de fabricacién, lo que podria favorecer la liberacion de péptidos bioactivos.

Galli et al.,(2019) evaluaron el efecto de la temperatura de pasteurizacion y la adicién del
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cultivo adjunto Lactobacillus rhamnosus GG en el desarrollo del perfil peptidico del queso
Camembert durante la maduracion. Con respecto a la formacion de péptidos, los que
tenian potencial bioactivo se encontraron en todos los quesos en algin momento de la
maduracién independientemente del tratamiento realizado. El péptido $-CN (f193-209)
estuvo presente con la mayor intensidad en todos los quesos durante los 50 dias de
maduracion. Cabe destacar que este péptido es reconocido por su potencial bioactivo,
tanto como inhibidor de la ECA como antimicrobiano. Su mayor intensidad revela que era
resistente a la degradacién enziméatica frente a los diferentes tratamientos evaluados en el
estudio, que es el tratamiento térmico de la leche, el uso del cultivo adjunto y el tiempo de
maduracién. Es importante mencionar que los quesos elaborados con leche cruda, que
tienen una mayor diversidad de proteasas, mostraron una diferenciacion mejor definida
del perfil peptidico durante la maduracion en comparacion con los quesos obtenidos de la
leche pasteurizada. Sin embargo, el autor menciona que no es posible afirmar que el
tratamiento térmico de la leche y la adicion del cultivo adjunto de Lactobacillus
rhamnosus GG favorecieran la liberacion de péptidos exclusivos en ninguno de los

tratamientos analizados.
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CAPITULO 4.EFECTOS SOBRE LA SALUD CARDIOVASCULAR
ASOCIADOS CON EL CONSUMO DE QUESO

4.1 HIPERTENSION ARTERIAL

La hipertension arterial (HTA) es un problema importante de salud publica, ya que es el
principal factor de riesgo para padecer enfermedades cardiovasculares, las cuales
constituyen la primera causa de muerte en todo el mundo. Esta enfermedad puede
provocar infartos de miocardio y accidentes cerebrovasculares (Wyss et al., 2020 y OMS,
2013). En la gran mayoria de los casos la HTA es esencial y se relaciona con un origen
multifactorial, incluyendo la edad, factores genéticos y habitos de vida. En un porcentaje
menor de casos la HTA es secundaria o de causa identificable y puede tener un
tratamiento especifico (Santamaria et al., 2018).

Segun la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), la presion arterial (PA) se define como
la fuerza que ejerce la sangre circulante contra las paredes de las arterias, que son
grandes vasos por los que circula la sangre en el organismo. Cuando esta es demasiado
elevada, se considera hipertension. La tension arterial se expresa mediante la tension
sistélica y diastolica; la primera representa la presion que ejerce la sangre sobre los vasos
cuando el corazén se contrae o late, mientras que la segunda representa la presion

ejercida sobre los vasos cuando el corazoén se relaja (OMS, 2013)

La tension arterial normal en un adulto se define como una tension sistélica de 120 mm
Hg y una tensidn diastdlica de 80 mmHg (OMS, 2013). Para establecer el diagndstico de
HTA, el punto de corte arbitrario actualmente se ha establecido en un nivel de PA de
2140/90 mmHg. Es decir la presion sistolica ha de ser superior o igual a 140 mmHg vy la

diastdlica superior o igual a 90 mmHg (Wyss et al., 2020).

4.1.1 Prevalencia mundial de hipertension arterial

La HTA es un importante desafio para la salud mundial, diversos investigadores calculan
que la hipertension es la causa por la que mueren anualmente nueve millones de
personas y contribuye al 12.8% de la mortalidad por todas las causas (Iglesias et al., 2015
y OMS, 2013). Normalmente se creia que la HTA era més importante para los paises de

altos ingresos, sin embargo informacion reciente (2017-2020) reportada por la Sociedad
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Interamericana de Cardiologia, indica que la prevalencia de la HTA esta aumentando en
los paises de ingresos bajos y medios, lo cual se resume de la siguiente manera (Wyss et
al., 2020 y Syme, 2020).

1. A nivel mundial, el 31.1% de la poblacién adulta (1.390 millones de personas) tiene
HTA.

2. La prevalencia de HTA es mayor en los paises de ingresos bajos y medianos
(31.5%) que en los paises de ingresos altos (28.5%).

3. Aproximadamente el 75% de las personas con HTA (1.04 mil millones) viven en
paises de bajos y medianos ingresos.

4. La conciencia, el tratamiento y el control de la HTA son mucho mas bajos en los

paises de ingresos bajos y medios que en los paises de ingresos altos.

Ademas, existen diferencias geograficas con respecto a la prevalencia de la HTA en todo
el mundo. En el afio 2008 la OMS reportd la maxima prevalencia de hipertension en la
Region de Africa, con un 46% de los adultos mayores de 25 afios, mientras que la mas
baja se observa en la Region de las Américas, con un 35%. En general, la prevalencia de
la hipertensién es menor en los paises de ingresos elevados (35%) que en los paises de
otros grupos de ingresos, en los que es del 40% como se observa en la Figura 4.1 (OMS,

2013).
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AFR: Regién de Africa; AMR: Regién de las Américas; EMR: Regién del Mediterraneo Oriental;
EUR: Regién de Europa; SEAR: Regién de Asia Sudoriental; WPR: Regién del Pacifico Occidental.

Figura 4.1. Prevalencia de la hipertensién, normalizada por edades, en adultos de 25 afios o0 mas
por region de la OMS y categoria de ingresos segun el banco mundial; estimaciones comparables,
2008. Modificada de (OMS, 2013).
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Para el afio el afio 2015 la prevalencia méas elevada seguia correspondiendo a la Region
de Africa de la OMS (27%) y la méas baja a la Region de las Américas (18%)(OMS, 2019).

En Europa, la prevalencia global de HTA oscila entre el 30% y 45% de la poblacion
general, con un marcado incremento con la edad. Se ha informado una estrecha relacién
entre la prevalencia de HTA y la mortalidad por enfermedad vascular cerebral (EVC). Los
paises de Europa del oeste muestran una tendencia en disminucion de la tasas de
mortalidad por EVC, en contraste con tasas crecientes en los paises de Europa del este
(Mancia et al., 2013).

Es importante mencionar que la prevalencia de hipertension en paises de bajos ingresos
se debe a la desinformacion, sistemas de salud deficientes, malos habitos de
alimentacion, etc. Sin embargo los paises de ingresos elevados han comenzado a reducir
la HTA en sus poblaciones mediante politicas enérgicas de salud publica, como la
reduccion de sal en los alimentos procesados y la amplia disponibilidad de servicios de
diagnostico y tratamiento de la hipertension y otros factores de riesgo (OMS, 2013).

4.1.2 Hipertension arterial en México

En México se registré la prevalencia mas alta de HTA en todo el mundo, de acuerdo con
la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion 2012. Esto se debié a la falta del diagndstico
oportuno y de informacién acerca de los factores de riesgo que pueden desencadenar que
se eleve la PA (Baglietto-Herndndez et al., 2020). Sin embargo para el afio 2018
incrementod el nimero de personas con diagnéstico previo de hipertension que fue de 15.2
millones de personas en comparacion con los 9.3 millones en 2012 como se muestra en
la Figura 4.2 (ENSANUT, 2018).
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Figura 4.2. Porcentaje de la poblacion de 20 afios y mas con diagnoéstico médico previo de
hipertension, por sexo (ENSANUT, 2018).

De manera general los datos indicaron que conforme se incrementa la edad, crece el
porcentaje de poblacién con diagnéstico previo de HTA, principalmente a partir de los 50
afos. Cabe mencionar que las entidades con los porcentajes mas altos de hipertension en
2018 fueron: Campeche, Sonora, Veracruz, Chihuahua y Coahuila(ENSANUT, 2018).

También, se ha informado que en el pais la prevalencia de HTA se ha asociado al nivel
socioecondmico. En México durante el afio 2016 la prevalencia fue de 30.2%. De acuerdo
con la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion, 24.6% de los mexicanos con nivel
socioecondmico bajo tenia HTA y sé6lo 47.1% de ellos habian sido diagnosticados. En
algunas poblaciones con vulnerabilidad socioecondmica la prevalencia de HTA es mas
alta y la proporcién de personas con tratamiento y control es mas baja. Ademas, es
importante mencionar que el costo de los farmacos se ha considerado un obstaculo para
que los adultos con HTA no sigan su tratamiento farmacolégico principalmente en las

zonas rurales (Campos-Nonato et al., 2019).

4.1.3 Factores de riesgo para la hipertension

Hay una serie de factores importantes que conducen a una alta incidencia de
hipertension. Estos incluyen sociales, conductuales y metabolicos como se observa en la

Figura 4.3.
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Figura 4.3. Principales factores que contribuyen a la HTA y sus complicaciones (OMS, 2013).

Los factores de riesgo prevenibles son aquellos relacionados con el comportamiento,
como el consumo de alimentos que contienen alta cantidad de sal y grasa, el uso nocivo
del alcohol, tabaco y la inactividad fisica. Los riesgos metabdlicos como la diabetes
mellitus, la hipercolesterolemia, el sobrepeso y obesidad aumentan el riesgo de
enfermedad cardiovascular, accidente cerebrovascular, insuficiencia renal y otras
complicaciones de la HTA (OMS, 2013).

Por otra parte, condicionantes sociales como lo son el ingreso, la educacion y la vivienda
suelen influir de manera negativa en la salud, convirtiéndose en factores de riesgo para la
aparicion de la hipertension. La urbanizacion acelerada genera entornos insalubres que
propician un consumo mas frecuente de alimentos con alto contenido de grasas
saturadas, azUcares afiadidos y sodio, ademas fomenta el sedentarismo y diversas
adicciones asociadas al consumo de alcohol y cigarro. Por ultimo, el riesgo de padecer
hipertensién aumenta con la edad, debido al endurecimiento de las arterias. Sin embargo
una vida saludable compuesta de ejercicio y una correcta alimentacion reducida en sal,
juega un papel importante para retrasar el envejecimiento de los vasos sanguineos (OMS,
2013).
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4.1.4 Tratamiento de la hipertensién arterial

Existen dos estrategias ampliamente establecidas para reducir la presion arterial: las
intervenciones en el estilo de vida y el tratamiento farmacoldgico. No hay duda de que las
intervenciones en el estilo de vida pueden reducir la PA y en algunos casos, el riesgo
cardiovascular, pero la mayoria de los pacientes hipertensos requieren ademas

tratamiento farmacoldgico (Williams et al., 2018).

*,

% Tratamiento farmacologico

La gran variedad de farmacos antihipertensivos en la actualidad es muy amplia con
diversos mecanismos de accion. La utilizacion de estos farmacos antihipertensivos debe
basarse en diferentes parametros, tales como el costo, presencia de enfermedades
asociadas, efectividad, efectos secundarios, tolerancia o impacto sobre la calidad de vida.
Se han desarrollado diferentes farmacos para el tratamiento de la hipertension, incluidos
los inhibidores de la ECA, los antagonistas de los receptores de angiotensina Il tipo 1, los
beta-bloqueadores, los antagonistas del calcio y los diuréticos (Sieber et al., 2010). Sin
embargo, los inhibidores de la ECA (IECA) son actualmente considerados farmacos de
primer orden en el tratamiento de la HTA, debido a que han demostrado su capacidad de
prevenir episodios cardiovasculares en pacientes hipertensos no complicados. Cabe
mencionar que una de las mayores ventajas que poseen los IECA es que pueden
administrarse de manera segura en la mayoria de situaciones en las que la HTA va
acompafiada de otras enfermedades asociadas. Algunos de los IECA mas comiUnmente
utilizados son: benazepril, captopril, cilazapril, enalapril, entre otros (Bragulat & M.T.,
2001).

% Tratamiento no farmacoldgico

Se puede recurrir a un tratamiento no farmacolégico inicial en aquellos pacientes con
HTA leve y con un riesgo cardiovascular global que no es alto. Si la presién arterial no se
normaliza al cabo de algunos meses, debe adicionarse medicamentos antihipertensivos.
Diversos estudios han demostrado que una restriccion moderada de sal, disminuye la
presion arterial de las personas con hipertension y de las normotensas, en todos los

grupos de edad y en todos los grupos étnicos, aunque existen variaciones en la magnitud
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de la reduccién. Ademas una dieta saludable como la dieta DASH (del inglés, Dietary
Approaches to Stop Hypertension) que enfatiza una alta ingesta de productos lacteos,
frutas y verduras asi como un aporte de potasio adecuado, ha mostrado que la dieta es
una herramienta exitosa para reducir la hipertension. Finalmente realizar ejercicio fisico,
asi como evitar el consumo de tabaco y alcohol en exceso, brinda beneficios respecto de
la presién arterial (OMS, 2013 ; Soto, 2018 y . Nilsen et al., 2016).

4.2 EFECTO AHTIHIPERTENSIVO DE LOS PEPTIDOS BIOACTIVOS

Los péptidos antihipertensivos son los péptidos que una vez liberados de la proteina
original tienen la capacidad de modular los sistemas renina-angiotensina y regular la
presion arterial en el cuerpo. Este efecto antihipertensivo ya se ha utilizado con la
aplicacion de farmacos comerciales y ahora, también se sabe que este efecto lo
demuestran los péptidos inhibidores de la ECA que se han aislado de diversos alimentos
incluidos los productos lacteos. Cabe mencionar que actualmente la leche se considera la
fuente mas importante de péptidos bioactivos (Bhandari et al., 2019 y Hernandez-
Ledesma et al., 2011).

4.2.1 Mecanismo de accion de la actividad antihipertensiva

El mecanismo mas estudiado por el cual los péptidos bioactivos derivados de alimentos
ejercen sus efectos reductores de la presion arterial es la inhibicion de la ECA. También
se han reportado en menor medida otros posibles mecanismos como la inhibicién de la
renina, la vasodilatacion medida por 6xido nitrico (NO) y aumento de la respuesta
antioxidante. Sin embargo los péptidos inhibidores de la ECA constituyen la mayoria de
los péptidos bioactivos detectados e investigados en el queso (Martinez-Sanchez et al.,
2020 y Jerénimo & Malcata, 2015).

Como se muestra en la Figura 4.4, el angiotensinégeno es una glicoproteina que se
produce en el higado y es el sustrato inicial del sistema renina-angiotensina-aldosterona.
A su vez la renina es la responsable de liberar la angiotensina | una vez que reacciona

con el angiotensinégeno circulante (Torruco-Uco et al., 2008).
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Figura 4.4. Mecanismo de accion de la actividad antihipertensiva de péptidos bioactivos.
Modificado de (Shivanna & Nataraj, 2020).

La ECA, es la enzima mas importante en la regulacion de la presion arterial. Es una
dipeptidil carboxipeptidasa I, (kininasa Il, EC 3,4,15,1) zinc metalopeptidasa, la cual es
sintetizada en el pulméon. La ECA rompe el dipéptido del C-Terminal de la Ang-I
(decapéptido inactivo) convirtiéndola en angiotensina-Il (octapéptido activo). Esta ultima
se une a los receptores AT1 y AT2 (ubicados en leucocitos y celulares musculares) y
regula las funciones fisioldgicas que conducen a disfuncion vascular, vasoconstriccion, e
hipertensiébn. La angiotensina-ll también inactiva la bradicinina (nanopéptido)
(vasodilatador dependiente del endotelio) lo que conduce a un aumento de la presién
arterial (Bhandari et al., 2019; Erdmann et al., 2008; Torruco-Uco et al., 2008 y Shivanna
& Nataraj, 2020).

Por tanto, la inhibicién de la actividad de la ECA es un paso importante en la regulacién
de la presion arterial asi como en la prevencién de las enfermedades cardiovasculares
(Shivanna & Nataraj, 2020). Cabe mencionar que la ECA es un objetivo bien reconocido
para las estrategias antihipertensivas y explica por qué las evaluaciones de la actividad
biol6gica se han limitado casi exclusivamente a ensayos que cuantifican la inhibicion in
vitro de la ECA. (Bhandari et al., 2019 y Erdmann et al., 2008).
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4.2.2 Caracteristicas estructurales de los péptidos bioactivos

La actividad biolégica especifica de un péptido, estd estrechamente relacionada con su
estructura quimica, es decir, la composicién de aminoacidos, el tipo de aminoacidos
terminales Ny C, la longitud de la cadena peptidica, el caracter de carga de los
amino&cidos que forman el péptido, las caracteristicas hidrofébicas/hidrofilicas de la
cadena de aminoécidos, entre otros (Sharma et al., 2017y Wang et al., 2018).

Se han identificado varias caracteristicas estructurales que influyen en la potencia de los
péptidos inhibidores de la ECA derivados de los alimentos. Generalmente, estos péptidos
bioactivos se consideran sustratos competitivos para ECA y los residuos hidr6fobos en el
extremo C-terminal son el actor principal en el proceso de union (Erdmann et al., 2008).
La mayoria de los péptidos inhibidores de la ECA son secuencias relativamente cortas
que contienen de 2 a 12 aminoacidos, ya que estudios de cristalografia han demostrado
que el sitio activo de la ECA no puede acomodar moléculas peptidicas grandes. También
se ha demostrado a partir de diversos péptidos inhibidores de la ECA de diferentes
fuentes de alimentos, que los residuos de tripéptidos C-terminales desempefian un papel
predominante en la unién competitiva al sitio activo de la ECA. Se ha descrito que esta
enzima prefiere sustratos o inhibidores que contienen residuos de aminoacidos hidr6fobos
(aromaticos o cadenas laterales ramificadas) en cada una de las tres posiciones C-
terminales. Los péptidos inhibidores de la ECA mas eficaces identificados contienen Tyr,

Phe, Trp y/o Pro en el C-terminal (Hernandez-Ledesma et al., 2011 y Gallego et al., 2018).

También se ha sugerido, que el aminoacido Leu puede contribuir significativamente a
aumentar el potencial inhibidor de la ECA. Ademas, otros aminoacidos alifaticos de
cadena ramificada como lle y Val son predominantes en inhibidores altamente
peptidicos. Ademas, datos de estructura-actividad sugieren que la carga positiva de Lys
(grupo e-amino) y Arg (grupo guanidina) como residuo C-terminal puede contribuir a la

potencia inhibidora (Gallego et al., 2018 y Sharma et al., 2017).

4.3 ESTUDIOS EN MODELOS ANIMALES Y ENSAYOS CLINICOS

Como se mencion6 anteriormente hay diferentes farmacos disponibles para el tratamiento
de la hipertension, pero sus altos costos y efectos secundarios negativos han llevado a un

interés creciente en la investigacion de péptidos bioactivos (Gallego et al., 2018). Por lo
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tanto, las fuentes de alimentos naturales que contienen estos péptidos, actualmente se
consideran la proxima ola de opciones prometedoras para prevenir o tratar posibles
problemas de salud crénicos y agudos, incluida la hipertension en conjunto con la eleccion
de un estilo de vida saludable en los primeros tratamientos de las personas hipertensas
(Bhandari et al., 2019 y Ganguly et al., 2019).

Se sabe que los péptidos inhibidores de la ECA derivados de productos lacteos son
menos potentes que el farmaco comunmente utilizado para controlar la presion arterial
alta en individuos hipertensos (Santiago-Lépez et al., 2018). Sin embargo, los péptidos
bioactivos del queso y otros productos lacteos pueden constituir un enfoque dietético
natural con el potencial de controlar la hipertensién teniendo la ventaja de que no estan
asociados con efectos secundarios (Jerénimo & Malcata, 2016). Ademas, el queso es un
producto que se consume ampliamente en todo el mundo y el uso de estudios clinicos y
en animales ha indicado que su consumo puede contribuir a reducir la incidencia de
factores de riesgo cardiovascular asi como otras enfermedades (Santiago-Lopez et al.,
2018).

Es importante mencionar que la mayoria de los péptidos que han mostrado un efecto
antihipertensivo en estudios in vivo se identifican principalmente como péptidos
inhibidores de la ECA, posteriormente algunos de ellos han demostrado actividad
antioxidante o antiinflamatoria. (Martinez-Sanchez et al., 2020).

4.3.1 Modelos animales

Se han realizado estudios que utilizan modelos animales para evaluar el efecto del
proceso de maduracién en la mejora de los efectos beneficiosos del queso (Santiago-
Lépez et al, 2018). Los efectos antihipertensivos pueden evaluarse
mediante experimentos in vivo utilizando SHR (rata espontdneamente hipertensa) que
constituye un modelo animal aceptado para estudiar la hipertensién esencial humana. Un
gran numero de estudios han abordado los efectos de la administracion tanto a corto
como a largo plazo de posibles péptidos antihipertensivos utilizando este modelo animal

(Hernandez-Ledesma et al., 2011).

En un estudio realizado por Bernabucci et al., (2014) se evalué la accion hipotensora de

los WSE liofilizados de quesos Parmiggiano Reggiano y Grana Padano (32 meses de
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maduracion) en ratas espontaneamente hipertensas. Los valores ICso de ambos quesos
resultaron muy similares a los mostrados por una serie de péptidos individuales que
fueron aislados de diferentes variedades de queso, los cuales mostraron una eficiente
inhibicién de la ECA in vitro. Sin embargo la administracion in vivo de los WSE de PR y
GP no indujo una reduccién de la presién sistdlica y diastolica después de diez semanas
de tratamiento. El autor menciona que una de las razones que explican la ausencia de un
efecto hipotensor in vivo de los WSE de los quesos puede ser la falta de biodisponibilidad
de los péptidos activos presentes en el WSE necesarios para su bioactividad. Por lo que
se concluyé en el estudio que la actividad inhibidora de la ECA in vitro no puede utilizarse
como criterio exclusivo para evaluar sustancias hipotensivas potenciales, sino que es
necesario probar los efectos antihipertensivos beneficiosos de los péptidos bioactivos in

vivo, ya que su degradacion enzimatica y absorcion reducida pueden ocurrir in vivo.

Por otra parte, diversas investigaciones también sugieren que el consumo de productos
lacteos puede contribuir a reducir la incidencia de factores de riesgo cardiovascular, como
lo son la obesidad, la dislipidemia y la diabetes mellitus tipo 2. En un estudio realizado por
Geurts et al., (2012) se trataron ratones macho genéticamente obesos y con diabetes
mellitus tipo 2. El ensayo se realiz6 durante 4 semanas con una dieta complementada con
queso Camembert de diferente tiempo de maduracion (0, 15 o 35 dias). Se encontré que
el tiempo de la maduracién de las matrices de queso es un factor importante que interfiere
con el impacto fisiol6gico de la ingesta de productos lacteos, ya que el queso con 35 dias
de maduracion produjo efectos mas pronunciados en los ratones; mejord
significativamente la tolerancia a la glucosa, sin afectar la secrecién de insulina; disminuyé
significativamente los marcadores de peréxido de lipidos del tejido adiposo y redujeron el
contenido de lipidos hepaticos. Por lo tanto, estos resultados indican que la maduracion
del queso puede impactar de manera diferencial y positiva la homeostasis de glucosa y
lipidos en ratones obesos y con diabetes mellitus tipo 2. Cabe destacar que el autor
menciona que aun se requieren investigaciones especificas para descifrar esta compleja
interaccion entre la fermentacion de productos lacteos, los lipidos de la dieta, las matrices

alimentarias y el metabolismo del huésped.

También se ha demostrado, que las bacterias probiéticas pueden controlar la HTA

mediante la ingesta de alimentos con probiéticos. La accion proteolitica de estas bacterias
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sobre las proteinas de la leche puede generar péptidos bioactivos que pueden disminuir la
hipertensién. En una investigacién realizada por Lollo et al., (2015) se evalué el efecto de
la ingesta de queso Minas Frescal, un queso popular Brasilefio con una vida Gtil comercial
de 14 a 21 dias. En el estudio, un grupo de ratas espontaneamente hipertensas se
alimentd con 20 g de queso tradicional y el otro grupo con un queso que contenia
bacterias probioticas, (L. acidophilus y Bifidobacterium animalis) ambos durante 15 dias.
Los resultados mostraron que el grupo alimentado con el queso probidtico exhibié una
presion arterial significativamente mas baja en comparaciéon con el queso tradicional.
También se observé una mejora en los lipidos en sangre como disminucion de los niveles
de colesterol LDL (del inglés, Low Density Lipoproteins) y triglicéridos, asi como un

aumento del colesterol HDL (del inglés, High Density Lipoproteins).

La disminucion de la presion arterial puede deberse a la actividad proteolitica del
probidtico en el queso, generando péptidos con accién antihipertensiva. Por otro lado los
posibles mecanismos responsables de la reduccion del colesterol por parte de los
probidticos son: la incorporacion de colesterol a la membrana celular durante el
crecimiento bacteriano en el intestino delgado, disminuyendo la absorcion del mismo y por
la accion de hidrolasa de sales biliares (HSB), ya que esta enzima en algunas cepas
probidticas, incrementa la hidrélisis de las sales biliares conjugadas aumentando las tasas
de excrecion, dejando asi menos colesterol disponible para la absorcion intestinal y

reducido el colesterol en sangre (Rolim et al., 2020 y Lopez et al. 2017).

Por lo tanto estos hallazgos sugieren que el queso Minas Frescal puede ser un vehiculo
eficiente para el suministro de probidticos, ya que es capaz de atenuar la presiéon arterial

en SHR, con un efecto potencial al final de su vida util.

1.3.2 Ensayos clinicos

El efecto antihipertensivo de algunos péptidos derivados de los alimentos se ha realizado
en estudios en humanos para determinar si estos péptidos poseen un efecto
antihipertensivo en personas con presion arterial normal, alta e hipertension leve. Cabe
mencionar, que la actividad antihipertensiva mas comprobada en seres humanos se ha
obtenido para los productos lacteos fermentados e hidrolizados comerciales que
contienen los péptidos inhibidores de la ECA IPP y VPP después de la administracion a

largo plazo. Por ejemplo, el efecto antihipertensivo del producto leche agria Calpis ©,

60



comercializado en Japon, se realizO en un estudio clinico con pacientes levemente
hipertensos. Del mismo modo, un producto derivado de la leche obtenido por
fermentacion con Lb. helveticus LBK-16H (Evolus ®) ha sido probado en humanos
mostrando efectos antihipertensivos después de su ingestion diaria (Hernandez-Ledesma
et al., 2011).

Por otro lado, diversos estudios han informado que para ejercer un efecto antihipertensivo
in vivo después de la ingesta oral, los péptidos inhibidores de la ECA deben ser
absorbidos en forma intacta desde el intestino sin ser degradados por la accion de las
peptidasas intestinales, intracelulares y plasmaticas para llegar a sus sitios de destino en
forma bioactiva y en concentracién suficiente (Bernabucci et al., 2014). Aunque se han
encontrado péptidos inhibidores de la ECA en muchos quesos, pocos estudios describen
su efecto en humanos (Rita Nilsen et al., 2016). El transporte in vivo de péptidos
bioactivos intactos en el epitelio intestinal es una prerrogativa importante para demostrar
su biodisponibilidad (Caira et al., 2016). Es importante mencionar, que el transporte
intestinal de los péptidos bioactivos esta influenciado por varias propiedades de los
péptidos , como el tamafio, el peso molecular, la carga, la hidrofobicidad, la composicion
de AA'y la flexibilidad de la cadena lateral (Xu et al., 2019).

Recientemente se detectaron por primera vez péptidos de caseina y caseinofosfopéptidos
(CPP) en plasma humano después de la ingesta de queso Parmigiano Reggiano.
Los CPP eran derivados de a-s1 y a s2-CN, como a s;-CN (f43-52 y f43-50) y a s»-CN (f8-
12), (f7-12) y (f6-12), asi como cuatro péptidos no fosforilados que pertenecen al extremo
C-terminal de B-CN (f193-209, f194-209, f200-209). El estudio consistia en investigar la
biodisponibilidad de los fosfopéptidos en cuatro sujetos sanos que consumieron durante
una semana 100 g/dia de queso Parmigiano Reggiano (30 meses de maduracion)
después de una semana de una dieta libre de productos lacteos. En pocas palabras los
datos indicaron, que los oligopéptidos de caseina estan biodisponibles después de una

ingesta continua de queso (Caira et al., 2016).

En particular, los CPP son capaces de estabilizar los iones de calcio y fosfato en
condiciones neutras y alcalinas, formando soluciones metaestables que estan
sobresaturadas con respecto a las fases basicas de fosfato de calcio. En estas

condiciones, los CPP pueden unirse al calcio y al fosfato, lo que los hace biodisponibles.
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Por lo tanto esto podria ser favorable con respecto a la hipertension, ya que se ha
demostrado que tanto el calcio como el potasio de la dieta reducen la presién arterial
sistélica y diastdlica y disminuyen el riesgo de hipertension en, por ejemplo, mujeres de

mediana y de mayor edad (Caira et al., 2016 y Nilsen et al., 2016).

Un aspecto importante es que la simple ingesta de queso, en lugar de la caseina y los
hidrolizados de caseina por separado, incluidos los CPP, no permite establecer el
mecanismo preciso del origen de los péptidos que se encuentran en la sangre, ya que
podrian estar ya presentes en el queso o podrian resultar de la hidrélisis gradual de la
caseina a lo largo de todo el tracto gastrointestinal, incluido el metabolismo de la
microbiota intestinal. Por lo tanto se requieren estudios futuros para determinar este
hallazgo en una poblacion mas amplia y para aclarar los mecanismos detras de la

bioaccesibilidad y absorcién de los CPP (Caira et al., 2016).
% Efecto antihipertensivo asociado al consumo de queso madurado

Con respecto al efecto antihipertensivo, Rita Nilsen et al., (2016) investigaron si el
consumo de queso Gamalost podria disminuir la presion arterial durante 8 semanas de
intervencion. El estudio se realizé a 153 personas de la poblacién en general. Entre los
participantes se encontraban personas con PA Optima (<120 / <80 mmHg), con PA
normal-alta (120-139 / 80-89 mmHg) e hipertensos (>140 /> 90 mmHg) y fueron
asignados al azar a uno de tres grupos: queso alto en péptidos inhibidores de la ECA
(Gamalost), queso tipo Gouda y control. A los participantes del grupo de Gamalost® se les
indicé que consumieran 50 g/dia de queso, mientras que a los participantes del grupo de
guesos tipo Gouda se les indicé que consumieran 80 g / dia de queso (Tabla 4.1), de tal
manera que se consumiera la misma proporcién de proteina y los del grupo control

consumieron otros tipos de quesos como azul 0 mozarella.

Tabla 4.1. Composicién nutrimental por 100 g e ingesta diaria de los quesos de intervencion.
(Rita Nilsen et al., 2016).

Gamalost® Queso tipo Gouda
Nutriente 100g | Ingesta diaria, 50 g 100 g Ingesta diaria, 80 g
Energia?, kcal 213 107 351 281
Proteina?, g 50 25 27 22
Grasa?, g 1 0.5 27 22
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Hidratos de carbono?, g 1 0.5 0 0
Calcio?, mg 160 80 800 640
Sodio?, mg 24 12 402 322
Magnesio?, mg 13 7 33 26
Potasio®, mg 98 49 77 62
ICso Inhibicién de la ECAP 0.34 0.34 0.59 0.59
Potencial inhibitorio de la ECAS, mg 0.24 0.12 0.03 0.02

aDe TINE SA, fabricante de los dos quesos; PICso por unidad de peso de fraccién soluble (SF)
liofilizada a pH 4,6, expresada como mg de pH 4,6 SF por mL; Potencial inhibidor de la °ECA,

expresado en mg de equivalentes de captopril por peso de queso.

De manera general los resultados indicaron que la PA sistélica se redujo en todos los
grupos de intervencion, asi como reducciones en la PA diastélica en el grupo Gamalost,
después de 8 semanas, sin embargo ambos grupos de queso no difirieron del
control. Pero cuando se observé el analisis estratificado segun la categoria de presion
arterial, la PA sistélica se redujo significativamente en los participantes hipertensos tanto
en el grupo Gamalost como en el grupo control, pero no en el grupo de tipo Gouda. Esto
podria explicarse ya que este grupo presentaba menos personas con hipertension en
comparacion con los otros dos grupos. Con respecto a la PA diastélica solo se redujo
significativamente en los participantes con una presion arterial normal-alta en el grupo de

Gamalost en comparacién con el grupo de control.

Por lo tanto, el consumo de un queso, como Gamalost, rico en péptidos inhibidores de la
ECA, tuvo un pequefio efecto en la reduccién de la presion arterial diastélica en personas
con presion arterial normal-alta. Los hallazgos sugieren que el queso puede ser uno de
los enfoques dietéticos para reducir la presion arterial en personas con hipertension
arterial limite. Se ha estimado que una pequefia reduccién de la PA diastélica de 2 mm Hg
podria reducir el riesgo de enfermedad coronaria en un 6%, lo que indica que solo se
necesitan pequefias reducciones para que el queso y los productos lacteos tengan un

efecto clinicamente significativo sobre la PA (Nilsen et al., 2014 y Nilsen et al., 2016).

Finalmente, el autor menciona que es importante, se realicen mas estudios que
contemplen el consumo de queso Gamalost® y otros quesos con alto contenido de
péptidos bioactivos inhibidores de la ECA, en dénde se excluyan participantes con presion

arterial 6ptima, debido a que es posible que este estudio en realidad no tenga el poder
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estadistico suficiente, ya que no se espera una reduccién de la PA en aquellas personas
con PA normal. Ademas, menciona que es posible observar un verdadero efecto reductor
de la PA de Gamalost® si se aumentara la racién, sin embargo se considera poco
probable que los consumidores habituales y los no consumidores toleren una racion

mayor.

Por otra parte, Crippa et al., (2018) evaluaron si la suplementacion dietética con 30 g/dia
de queso Grana Padano (DOP) de 12 meses de maduracion, era capaz de reducir la PA
en personas con hipertension grado 1 (>140 y/o > 90 mmHg), clasificacion de acuerdo
con la Sociedad Europea de Cardiologia. Cabe mencionar que el andlisis del queso
utilizado para el estudio confirmé la presencia de péptidos IPP (3.18 mg/kg), VPP (3.95
mg/kg), LHLPLP (1.95mg/kg), HLPLP (0.53mg/kg) y RYLG (1.93 mg/kg).

De manera general, se realizé un estudio aleatorizado, doble ciego y controlado con
placebo en 30 sujetos hipertensos. Todos los pacientes recibieron, de forma aleatoria, un
suplemento dietético con Grana Padano (30 g diarios) y placebo (obtenido con pan
aromatizado mezclado con grasa y sal en cantidades iguales a las del queso) como se
muestra en la Tabla 4.2. La PA se evalu6 al inicio y al final de los tratamientos activos y
placebo (2 meses cada uno) mediante: PA del consultorio (OBP); PA automatizada en el
consultorio (AOBP) y monitorizacion de la presion arterial ambulatoria (ABP) las 24 horas.

Tabla 4.2. Composicién quimica (g/100 g) de Grana Padano y placebo (Crippa et al., 2018).

Nutrimentos Grana Padano Placebo
Lipidos 28.92 28.94
Proteinas 31.43 12.65
Sodio 0.56 0.53
Calcio 0.88 0.86

Como resultado se obtuvo que la integracion dietética con el queso Grana Padano,
mostré una disminucion significativa en la PA de consultorio, automatizada y ambulatoria.
La disminucién media (frente a placebo) para la PA de 24 horas fue de —3,5 mmHg para la
PA sistdlica y —2,4 mmHg para la PA diastélica. Por lo tanto en este estudio se concluye

que la integracion dietética diaria con 30 g de queso Grana Padano DOP reduce
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eficazmente la PA y puede ayudar a los pacientes con hipertension grado 1 a alcanzar un
objetivo de PA.

% Consumo de queso Camembert por personas hipercolesterolémicas

Debido a que el queso y otros productos lacteos son fuentes importantes de grasas
saturadas, se habian considerado como un factor de riesgo para enfermedad
cardiovascular (ECV). Sin embargo, algunos estudios han encontrado que una mayor
ingesta de productos lacteos se asocia con un riesgo reducido de ECV, y recientemente
se descubri6 que la ingesta de queso se asocia negativamente con el sindrome
metabdlico. Parte de la raz6n por la que el queso puede proteger contra las enfermedades

cardiovasculares podria ser la presencia de péptidos bioactivos (Nilsen et al., 2014).

Dado que el nivel de colesterol en sangre y la presién arterial son factores de riesgo
importantes y bien establecidos para las ECV, es fundamental evaluar el efecto del queso
sobre estos dos pardmetros. Los estudios de intervenciones en humanos y las pautas
dietéticas actuales para adultos con hipercolesterolemia se basan en una reduccién de los

acidos grasos saturados en la dieta (Schlienger et al., 2014)

Con respecto a lo anterior, en un estudio realizado por Schlienger et al., (2014) se
investigd el efecto sobre los lipidos séricos, del consumo dos raciones diarias de queso
Camembert de individuos con hipercolesterolemia moderada. Los resultados mostraron
gue el consumo diario por 5 semanas de 60 g de queso Camembert no modificd ni los
niveles de lipidos plasméaticos ni la presion arterial de las personas con
hipercolesterolemia moderada. Por lo tanto, el consumo moderado de queso fermentado
como el Camembert podria incluirse en la dieta sin consecuencias sobre el riesgo

cardiovascular.
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DISCUSION

Diversos investigadores se han dado a la tarea de identificar las secuencias de
amino&cidos que conforman los péptidos con capacidad antihipertensiva en los quesos,
que en su mayoria se basan en la inhibicion de la enzima convertidora de angiotensina
(ECA). En términos generales, los péptidos inhibidores de la ECA que se hallaron en las
diferentes variedades de quesos fueron secuencias de aminoacidos cortas, asi como

aminodcidos hidrofébicos terminales.

En especial, se ha dado énfasis a la identificacion de las secuencias VPP e IPP, ya que
son péptidos inhibidores de la ECA bien conocidos, que han demostrado exhibir un efecto
antihipertensivo in vivo en leche fermentada con cepas de Lactobacillus helveticus.
(Hernandez-Ledesma et al., 2011). Sin embargo, estas bacterias acido lacticas también
han sido utilizadas como cultivo iniciador en quesos madurados como el Parmigiano
Reggiano y Grana Padano, en dénde efectivamente fueron identificadas estas
secuencias. Ademas, se identificé otro péptido bioactivo como LHLPLP, que ha mostrado
una actividad inhibidora de ECA similar a la de VPP e IPP, y los péptidos HLPLP y RYLG,
que aungque son menos efectivos también han sido resaltados por su actividad (Crippa et
al., 2018). Cabe mencionar que L. helveticus, ademas de utilizarse como cultivo adjunto
en el queso Prato, también condujo a una mayor actividad inhibidora de la ECA (Baptista
et al.,, 2020). Por lo tanto la actividad proteolitica de cepas seleccionadas de L.
helveticus puede ser un factor clave para la liberaciébn de VPP e IPP asi como otros

péptidos antihipertensivos potentes, durante la maduracion del queso (Sieber et al., 2010).

Otro aspecto importante es que en diferentes variedades de quesos se analiza el
comportamiento de los péptidos inhibidores de la ECA en diferentes etapas de la
maduracion, esto permitié conocer el tiempo en el cual se forma una mayor concentraciéon
de péptidos activos y por lo tanto una mayor actividad antihipertensiva. Ciertamente, como
ya lo han mencionado diversos autores, la mayoria de los quesos mostr6 un aumento de
la concentracién de los péptidos inhibidores de la ECA a medida que progresa la
maduracion, sin embargo disminuye, hasta un cierto nivel (Martini et al., 2020;Lu et al.,
2016 y Sieber et al., 2010). Esto quiere decir que una extensa protedlisis puede provocar
la degradacion e inactivacion de los péptidos y por lo tanto una menor bioactividad. Una

alternativa para retrasar la protedlisis de un queso con alto contenido de péptidos
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bioactivos podria ser mediante la congelacion ya que este procedimiento no afecta a la
actividad inhibitoria de la ECA de los péptidos (Rita Nilsen et al., 2016). Cabe mencionar
que en el caso de los quesos de maduracién larga como el Parmigiano Reggiano, Grana
Padano y Cheddar la concentracion de péptidos es elevada en un periodo de tiempo
menor a dos afios. Por lo tanto, el tiempo de maduracién en el cual se produce la mayor
actividad inhibidora de la ECA, también podria dar indicios de si el producto
comercializado posee un contenido significativo de péptidos bioactivos que pueda ejercer

un efecto a la salud (Hernandez-Galan et al., 2016).

Por otra parte, es necesario que se realice la evaluacion del potencial inhibidor de la ECA
de los péptidos, mediante su digestién gastrointestinal in vitro, ya que estos pueden ser
degradados por las proteasas gastrointestinales después de la ingestion (Stuknyte et al.,
2015). Por ende, un alto nivel de protedlisis en el queso, no puede considerarse por si
solo como un factor promotor de la liberacidon de péptidos bioactivos, sino también debe
tomarse en cuenta la especificidad de las enzimas para su hidrélisis, el tiempo de accién
de la enzima, las condiciones de la protedlisis, asi como la integridad y contenido de
proteina (Bhandari et al., 2019). En el caso del queso Parmigiano Reggiano, los péptidos
inhibidores de la ECA, mostraron una tendencia creciente después de la digestion
gastrointestinal in vitro, siendo los péptidos IPP y VPP resistentes a la degradacion por las
enzimas digestivas ya que se encontraron antes y después de la digestion (Martini et al.,
2020). Ademas, se favoreci6 la formacion del péptido YPFPGPI. Por el contrario en el
queso Granan Padano sélo se identificaron al final de la digestién los péptidos HLPLP vy
LHLPLP. Esto quiere decir que la digestion gastrointestinal puede causar tanto la
degradaciéon o conducir a la formacion de péptidos inhibidores de la ECA y para tener una
evaluacién confiable del efecto hipotensor de cualquier queso, debe evaluarse soélo

después de la digestion (Stuknyte et al., 2015).

El proceso de fabricacibn del queso, también puede influir en las diferencias de
concentracion de los péptidos y su actividad inhibidora de la ECA. Esto se vio reflejado en
los quesos Cheddar y crema de Chiapas. En el caso los quesos Cheddar de dos
diferentes marcas comerciales, la cantidad y tipos especificos de péptidos inhibidores de
la ECA detectados cambiaron segun el fabricante y el tiempo de maduracion. Con

respecto al queso Crema de Chiapas también hubo variacion en la actividad inhibidora de
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la ECA sin importar que se tratase de la misma variedad. Estas diferencias pueden ser
atribuidas a variaciones en practicas de fabricacién especificas, asi como las cepas de

cultivo iniciador utilizadas y la microbiota NSLAB (Lu et al., 2016 y Gonzalez et al., 2019).

Por otra parte, es importante mencionar que la utilizacion de leche cruda es uno de los
rasgos caracteristicos de muchos quesos. Algunas de las ventajas de la elaboracion de
queso con este tipo de leche, es que puede atribuirse una mayor presencia de enzimas
proteoliticas de la microbiota lactea NSLAB y pueden estar presentes enzimas autéctonas
de la leche que son inactivadas con el tratamiento térmico que puedan contribuir a la
liberacion de péptidos bioactivos especificos (Pisanu et al.,, 2015). Es importante
considerar que la pasteurizacién a pesar de conferir mayor seguridad para el consumo de
queso, puede influir de manera negativa en la bioactividad de los péptidos (Pisanu et al.,
2015). Esto se ha presentado en quesos como el Cheddar que aunque frecuentemente se
realiza con leche pasteurizada, mostr6 una disminucion en la actividad inhibidora de la
ECA al aumentar la temperatura de pasteurizacién(Santiago-Lopez et al., 2018). En el
caso de los quesos madurados con moho, que se reconocen por su intensa actividad
proteolitica, también se evallo el efecto de la pasteurizacion. El queso Roquefort de leche
cruda, presenté mayor actividad inhibidora de la ECA que los elaborados con leche
pasteurizada y fue uno de los quesos con valores menores de ICso analizados en esta
investigacion (ICs=0.34 mg/mL) (Meister et al., 2012). En el caso del queso Camembert,
los quesos elaborados con leche cruda presentaron una diferenciacion mejor definida del
perfil peptidico en comparacion con los quesos obtenidos de la leche
pasteurizada(Domingues Galli et al., 2019). Por lo tanto, aunque el tratamiento térmico
facilita la desnaturalizacion de la proteina de la leche también pueden ocurrir otros
cambios quimicos que provocan que la proteina se vuelva menos susceptible a la
protedlisis, por lo tanto, los quesos elaborados con leche cruda podrian representar una

fuente potencial de péptidos inhibidores de la ECA (Pisanu et al., 2015).

Con respecto a los quesos mexicanos, el queso Crema de Chiapas y el Cotija,
demostraron tener en su microbiota nativa cepas altamente proteoliticas capaces de
liberar péptidos inhibidores de la ECA(Gonzalez et al., 2019 y Hernandez-Galan et al.,
2016). Ademas en el queso Crema, se encontraron cantidades importantes de GABA que

también se considera un compuesto bioactivo con efecto hipotensor(Gonzalez et al.,
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2019). Por lo tanto, seria ideal que en México se impulse el consumo de queso madurado
nacional, asi como la blsqueda de estrategias que puedan favorecer las caracteristicas
funcionales del queso como la utilizacion de cultivos probidticos asi como el
aprovechamiento del suero que es un subproducto de la industria lactea el cual puede
utilizar para la obtencion de péptidos bioactivos. Como en el caso de Brasil, que debido a
la asociacion entre la ingesta excesiva de sodio y la prevalencia de hipertensién, se dieron
la tarea de evaluar el efecto de la reduccion de sal, la adicion de Lactobacillus
helveticus LH-B02 y el tiempo de maduracién sobre la actividad inhibidora de la ECA. En
ese estudio se obtuvieron resultados positivos y se observd que la reduccion de sal no
tuvo un efecto negativo en la estabilidad de los péptidos. Seria de gran interés realizar
mas investigacién en otros quesos y evaluar el tiempo de maduracién en el cudl los

péptidos permanezcan activos para obtener un queso con doble beneficio.

Una vez realizada la evaluacion de la actividad inhibidora de la ECA in vitro de los quesos
con alta concentracion de péptidos activos, se deben considerar los estudios en modelos
animales y en humanos para tener mayor certeza de un posible efecto hipotensor al
consumir alguna variedad de queso. Aunque en modelos animales no se encontraron
resultados favorables para los quesos Parmigiano Reggiano y Grana Padano de 32
meses de maduracion, otros estudios mostraron que el consumo de queso Camembert
puede contribuir a reducir la incidencia de otros factores de riesgo cardiovascular como la
obesidad y la diabetes mellitus tipo 2, siendo el tiempo de maduracién del queso un factor
importante que interfiere con un impacto fisiolégico positivo (Geurts et al., 2012). Ademas,
también se demostré que el consumo de queso Camembert, no modificé los niveles de
lipidos plasmaticos ni la presion arterial de las personas con hipercolesterolemia. Estos
resultados son de gran importancia, ya que anteriormente el consumo de queso y
productos lacteos se asociaban con el riesgo cardiovascular por lo que eran eliminados de
la dieta(Duran Agulero et al., 2015). Esto en gran parte, debido al alto contenido de grasas
saturadas, el colesterol y el contenido de sal. Sin embargo existen otros componentes
grasos del queso como &cidos grasos de cadena corta o lipidos funcionales como el acido
linoleico conjugado que pueden asociarse con beneficios a la salud cardiovascular (Ash &
Wilbey, 2010).
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Actualmente, aun son escasos los ensayos clinicos en humanos, sin embargo, ya se han
detectado péptidos de caseina y CCP en plasma humano después de la ingesta de queso
Parmigiano Reggiano, lo que confirma su biodisponibilidad al tener una continua ingesta
de queso (Caira et al., 2016). Con respecto al efecto hipotensor, no se obtuvieron
resultados concluyentes en el queso Gamalost ya que en el estudio también participaron
personas con presién arterial normal (Rita Nilsen et al., 2016). Por el contrario, en el caso
del queso Grana Padano, en ddénde solo se incluyeron personas hipertensas, se redujo
eficazmente la presidn arterial sistélica y diastdlica al incluir la integracion dietética diaria
con 30 g de queso Grana Padano DOP. Por lo tanto estos resultados, abren las puertas
de considerar el consumo de queso Grana Padano como una nueva alternativa para la
prevencion y tratamiento de la hipertensién y la oportunidad de reducir el consumo de los
medicamentos (Crippa et al., 2018). Cabe mencionar que en el queso Grana Padano,
fueron hallados los péptidos VPP e IPP junto con otros inhibidores de la ECA potentes, lo
que podria explicar el efecto hipotensor del consumo de queso (Crippa et al., 2018). Sin
embargo se necesitan mas estudios para explicar los efectos de los efectos de las
enzimas digestivas sobre la concentracion de los péptidos y los mecanismos involucrados

en la actividad bioldgica.
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CONCLUSIONES

Los péptidos bioactivos que incluyen la presencia de aminoécidos hidrofébicos en
el extremo C-terminal como prolina, han reportado una mayor capacidad de inhibir
ala ECA.

Durante el periodo de maduracion del queso se libera un gran nimero de péptidos
ricos en aminoacidos hidrofébicos que han demostrado ejercer actividad inhibidora
de la ECA in vitro.

La actividad de los péptidos bioactivos aumenta, a medida que progresa la
protedlisis, pero disminuye en un determinado tiempo de maduracién como
resultado de una extensa degradacion proteolitica.

Los péptidos bioactivos pueden hidrolizarse adicionalmente durante la digestion
gastrointestinal, lo que conduce a la formacién pero también a la degradacion de
péptidos inhibidores de la ECA.

Existen otros factores que influyen en la generacién y actividad de péptidos
inhibidores de la ECA como el tiempo de maduracion, las practicas de fabricacion,
el tratamiento térmico y la actividad proteolitica de las enzimas involucradas.

Hasta ahora existen estudios limitados sobre los efectos in vivo del queso
madurado con relacién a su efecto hipotensor y algunos de ellos no son del todo
concluyentes, sin embargo, una porcién de 30 g diarios de queso Grana Padano,
mostré tener potencial para disminuir la presién arterial en personas con
hipertension arterial grado 1.

El consumo de queso junto con una dieta y estilo de vida saludable, podria
contribuir al controlar o prevenir la hipertensién arterial asi como otras
enfermedades cardiovasculares.
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