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RESUMEN

Mata Ramirez, Coral A. Maestria en Ciencias en Alimentos. Instituto Tecnolégico
de Tuxtepec. Junio, 2018. Evaluacién de las actividades antitrombética y
antihipertensiva de los hidrolizados proteicos obtenidos del chapulin
(Sphenarium purpurascens Ch.). Director: Dr. Juan Gabriel Torruco Uco y Co-
Director: Dr. Jesus Rodriguez Miranda.

Las enfermedades cronico-degenerativas (Obesidad, Diabetes mellitus y algunas
enfermedades cardiovasculares) son las principales causas de muerte en la
poblacién a nivel mundial. En México se han reportado un 28% de defunciones a
causa de la trombosis y un 25.5% de la poblacion total presentan hipertension
arterial. Dichas enfermedades son tratadas con diversos farmacos de uso
permanente, que a largo plazo provocan efectos secundarios en el organismo
como hematomas, hemorragias, salpullidos en la piel, tos y son de un alto costo.
Por lo que la Ciencia de los Alimentos busca crear opciones terapéuticas que
puedan coadyuvar o disminuir el consumo de estos farmacos mediante el uso de
fuentes naturales, como los hidrolizados proteicos de origen animal o vegetal. Por
ello que se toma en cuenta el chapulin (Sphenarium purpurascens Ch.) ya que es
un insecto que presenta un elevado contenido proteico altamente consumido en
diferentes estados (Puebla, Guerrero y Oaxaca) ademas de ser una fuerte
alternativa para la obtencién de componentes bioactivos, tales como los péptidos
que son secuencias de 2 a 20 aminoacidos que se encuentran inactivos en el
interior de una proteina precursora que al ser ingeridos son liberados por
protedlisis quimica o enzimatica produciendo un efecto benéfico en los diferentes
sistemas, como el cardiovascular, digestivo, inmunolégico y nervioso. El objetivo
del presente trabajo fue evaluar las actividades antitrombdética y antihipertensiva
de los hidrolizados proteicos obtenidos del chapulin (S. purpurascens Ch.). Para
ello se obtuvo una harina de chapulin y se le realizé un analisis quimico proximal y
determinacién del color mediante los parametros (L* a*, b* C* °h, AE).
Posteriormente esta harina se sometié a hidrdlisis con el uso de las enzimas
comerciales Pepsina® y Alcalasa® de manera independiente a diferentes tiempos

de reaccion. Los hidrolizados proteicos fueron evaluados con el patrén
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electroforético SDS-PAGE y con las actividades antes mencionadas, ademas del
valor de I/Csp. La harina de chapulin presenté un valor proteico de 77.92%. Los
parametros de color mostraron un valor de L* = 48.21. El mayor %GH se obtuvo
con la enzima Alcalasa® a 90 min (26.5%). El patron electroforético SDS-PAGE
obtuvo bandas de amplio y bajo peso molecular, que van desde los 250 a < 10
kDa para ambas enzimas, sin embargo, la Alcalasa® mostro hidrolizados de menor
peso molecular en comparacién con la enzima Pepsina. El mayor porcentaje de
inhibicion de la agregacion plaquetaria se dio a los 15 min (26.35%) a una
concentracion de 2.5 mg/mL con el hidrolizado de Pepsina. Sin embargo, el mejor
valor de ICso fue de 6.61 mg/mL a los 5 min, con el hidrolizado de Alcalasa®. La
mayor actividad inhibitoria de la ECA-I se presentd con el hidrolizado obtenido con
Alcalasa®, a una concentracion de 2000 ppm después de 5 min con un valor de
inhibicién de 98.95% y un ICsode 0.01 mg/mL a los 30 min. La harina de chapulin
ha demostrado ser una buena alternativa para la obtencién de hidrolizados

proteicos con las actividades antitrombatica y antihipertensiva.
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ABSTRACT

Mata Ramirez, Coral A. Maestria en Ciencias en Alimentos. Instituto Tecnoldgico
de Tuxtepec. Junio, 2018. Evaluation of the antithrombotic and
antihypertensive activities of the protein hydrolysates obtained from the
grasshopper (Sphenarium purpurascens Ch.). Director: Dr. Juan Gabriel
Torruco Uco y Co-Director: Dr. Jesus Rodriguez Miranda.

Chronic degenerative diseases (Obesity, Diabetes mellitus and some
cardiovascular diseases) are the main causes of death in the population worldwide.
In Mexico, 28% of deaths were reported due to thrombosis and 25.5% of the total
population of arterial hypertension. These diseases are treated with several drugs
of permanent use, which in the long term cause side effects in the body such as
bruises, hemorrhages, rashes on the skin, and high cost. That is why food science
seeks to create therapeutic options that can affect the consumption of these
animals through the use of natural sources, such as protein hydrolysates of animal
or vegetable origin (Sphenarium purpurascens Ch.) This is an insect that has a
high protein content highly consumed in different states (Puebla, Guerrero and
Oaxaca) as well as being a strong alternative for obtaining the bioactive
components, like those that are sequences of 2 to 20 amino acids that are inactive
inside a precursor protein that when ingested are released by the chemical or
enzymatic protein that produce a beneficial effect in different systems, such as
cardiovascular, digestive, immune and nervous. The objective of this work was to
evaluate the antithrombotic and antihypertensive activities of the protein
hydrolysates obtained from the grasshopper (S. purpurascens Ch.). For this, it was
he obtained a grasshopper flour and a proximal chemical analysis and a
determination of the color by the parameters (L%, a*, b* C~* °h, AE) was done.
Later this flour was brought to hydrolysis with the use of the commercial enzymes
Pepsina® and Alcalasa® independently at different reaction times. The protein
hydrolysates were evaluated with the SDS-PAGE electrophoretic pattern and with
the aforementioned activities, in addition to the /Csp value. Grasshopper flour had a
protein value of 77.92%. The color parameters showed a value of L*=48.21. The
highest %DH was obtained with the Alcalasa® enzyme at 90 min (26.5%). The
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SDS-PAGE electrophoretic pattern achieved powerful bands and low molecular
weight, ranging from 250 to <10 kDa for both enzymes, however, Alcalasa®
showed lower molecular weight hydrolysates compared to the enzyme Pepsin®.
The highest percentage of inhibition of platelet aggregation was given at 15 min
(26.35%) at a concentration of 2.5 mg/mL with the Pepsin® hydrolysate. However,
the best ICso value was 6.61 mg/mL after 5 min, with the Alcalase® hydrolysate.
The highest inhibitory activity of the ECA-lI was presented with the hydrolysate
obtained with Alcalasa®, at a concentration of 2000 ppm after 5 min with an
inhibition value of 98.95% and an ICsp of 0.01 mg/mL at 30 min. Grasshopper flour
has a good alternative for obtaining hydrolyzed proteins with antithrombotic and

antihypertensive activities.
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1. INTRODUCCION

De acuerdo a las estadisticas proporcionadas por la Secretaria de Salud (SSA,
2015), el Instituto Nacional de Estadisticas y Geografia (INEGI, 2010) y la
Encuesta Nacional de Salud y Nutricion (ENSANUT, 2012), acerca de las
enfermedades crénico degenerativas, son las que lideran las principales causas
de muerte en México, siendo la Hipertension Arterial y la Trombosis, las que en
cifras tienen mayor numero de afectados con altas incidencias de muerte (SSA,
2015). Dichas enfermedades son tratadas con diversos farmacos, los cuales para
la hipertension arterial los medicamentos sugeridos actuan sobre la enzima
convertidora de angiotensina (ECA) inhibiendo su accion sobre esta, misma que
evita que se altere la presion arterial normal en sangre cuando circula a través de
las venas y arterias del cuerpo humano, estos medicamentos pueden ser el
Captropil®, Lisinopril®, Enalipril®, (Pierre, 2009), entre otros, presentando
contraindicaciones, tales como, alteraciones secundarias a corto y largo plazo,
como tos, salpullidos en la piel, ademas de no poder ser tomadas por personas
con enfermedad renal o mujeres embarazadas (Torruco, 2009). Por otro lado, la
trombosis el medicamento sugerido es un anticoagulante, mismo que impedira que
se formen coagulos o los que existan se vuelvan mas grandes, teniendo un efecto
de dilucién en la sangre. Algunos de los farmacos sugeridos para la trombosis son
la Heparina® y Warfarina®, los cuales con su ingesta excesiva y uso constante
pueden ocasionar hematomas, hemorragias, sangrados en la nariz o encias,
hipersensibilidad, fiebre y comezon (Cadeza 2016). Por tal motivo, se han buscado
fuentes alternativas en sustitucion al uso del medicamento para cada una de las
enfermedades anteriormente mencionadas, como puede ser el uso de péptidos
bioactivos promoviendo la disminucion de reacciones secundarias, Yy/o
susceptibilidad de alergias a medicamentos por el uso prolongado de estos y bajos
costos monetarios.

Los péptidos son secuencias de aminoacidos entre 2 a 15 residuos de
aminoacidos (Vioque et al.,, 2000), los cuales podrian influir en el metabolismo
celular y actuar como vasorreguladores, factores de crecimiento, inductores

hormonales y neurotransmisores. Estos péptidos han presentado diversas
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actividades biologicas tales como: antihipertensivos, opioides, antioxidantes,
anticolesterolémicos  antimicrobianos, antitrombéticos, anticariogénicos e
inmunomodulades. Ademas, estd demostrado que estos péptidos pueden
atravesar el epitelio intestinal y llegar a tejidos periféricos via circulacion sistémica,
logrando ejercer funciones especificas a nivel local, en el tracto intestinal y a nivel

sistémico (Erdmann et al., 2007).

Los péptidos bioactivos pueden ser obtenidos a partir de diferentes fuentes de
origen animal como la caseina, el requesdn hecho a base de suero de la leche,
leche fermentada, musculos de pollo, carne de cerdo y pescado, entre otras, asi
como también han sido aislados de fuentes vegetales como el gluten de trigo,
soya, girasol, espinaca, frijol mungo, etc. (Das Neves et al., 2006). Cabe
mencionar que, dependiendo la fuente proteica, del tipo de enzima usada y de las
condiciones del procesado para la obtencidén de péptidos, fracciones peptidicas y

la actividad biolégica obtenida seran distintas.

Tomando en cuenta la variedad de fuentes de obtencion de los péptidos, en dicho
trabajo se ocupd una fuente poco convencional requerida para este tipo de
investigaciones, como es el chapulin (Sphenarium purpurascens Ch). Mismo que
dentro de sus escasas evaluaciones a sus caracteristicas fisico-quimicas, existen
algunos reportes en donde indican ser abundantes en un macronutriente como lo
son las proteinas, pudiendo ser util para la obtencion de péptidos bioactivos. Sin
embargo, es importante mencionar que el Sphenarium purpurascens en zonas
Centro Sur de nuestro pais y en el Estado de Oaxaca es usado para consumo
humano y debido a su abundancia en sembradios es considerado como una
plaga, por lo que se le sugiere dar un uso positivo explotando esta materia prima.
Ademas de que existen pocos reportes cientificos sobre su posible actividad

bioldgica de esta fuente distinta a las comunmente utilizadas.

Por lo anterior, en el presente trabajo de investigacion se evaluaron las actividades
biolégicas antihipertensiva y antitrombdtica de los hidrolizados proteinicos

obtenidos del chapulin (Sphenarium purpurascens Ch).
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2.MARCO TEORICO
2.1 Enfermedades crénicas degenerativas en México.

En lo que al tema de salud respecta, en los afios 70's y 80’s, la mayoria de los
paises del mundo se caracterizaron por vivir una transicién epidemioldgica, dando
paso de las enfermedades infectocontagiosas y parasitarias, a las enfermedades
cronico degenerativas (OMS, 2013). Esta transicion epidemioldgica se encuentra
estrechamente relacionada con las estructuras ambientales, sociales, econémicas,
culturales, demogréaficas, sociales, laborales y tecnoldgicas; que se perciben en
los cambios que se han presentado dentro de la globalizacién, urbanizacion,
cambios en el estilo de vida actual, predominando habitos alimenticios
inadecuados, inactividad fisica, sedentarismo, entre otros, dando como
consecuencia una esperanza de vida baja, y evolucionando de manera rapida,
siendo una de las principales causas de muerte, bajo precedente de la mortalidad
de las Enfermedades No Transmisibles (ENT) (SSA, 2015).

En México, las ENT constituyen un problema de salud publica, y las enfermedades
del corazén son las principales causas de muerte. Cada ano ocurren cerca de
70,000 defunciones por este motivo, de las cuales 44,070 muertes son
presentadas por enfermedad isquémica del corazén, donde 24,102 defunciones
son presentadas en hombres y 19,965 en mujeres, ademas se han reportado
26,000 muertes a causa de las enfermedades cerebrovasculares. Otras
enfermedades, como la hipertensién arterial, dislipidemias y obesidad, son
factores de riesgo que elevan la probabilidad de presentar estos padecimientos,
especificamente enfermedades isquémicas del corazén y enfermedades

cerebrovasculares (INEGI, 2013).

Segun la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion realizada en el ano 2012
(ENSANUT, 2012) reportaron que una de las principales enfermedades cronicas
degenerativas es la Hipertension Arterial (HTA), mostrando cifras crecientes desde
1994 con 26.6% de la poblacion, para el afno 2000 un 30.7%, teniendo un aumento
relativamente alto de un 15.4% para estos anos, seis afios mas tarde las cifran
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aumentaron unicamente un 0.01%, pero para el 2012 se presenté un aumento de
un 2.2%, teniendo un 31.5% de la poblacion total. Dadas estas cifras se menciona
que en la actualidad las enfermedades cardiovasculares son de mayor incidencia
en el pais, siendo la HTA el principal factor de riesgo que determina la prevalencia

de estas enfermedades y sus complicaciones.

Por otro lado, las cifras dadas por el Instituto Nacional de Estadistica y Geografia
(INEGI), en el afo 2013, las enfermedades crénicas degenerativas en hombres y
mujeres en un intervalo de edad de 50 y mas afos, fueron la hipertensién arterial,
diabetes vy artritis. Les siguen, afecciones pulmonares, infartos, embolias y cancer

(Figura 1).

Céncer

Embolia

Infarto

Enfermedad Pulmonar
Artritis

Diabetes

Hipertension Arterial

0.00%  5.00% 10.00% 15.00% 20.00% 25.00%

B Mujeres B Hombres

Figura 1. Autorreporte de enfermedades crénico degenerativas de la poblacion mexicana de 50 y

mas afios de edad, segun género. Fuente: (INEGI, 2013).

En lo que respecta a la trombosis coronaria segun la Secretaria de Salud (SSA),
en México representa también una de las primeras causas de mortalidad, sin
embargo, se desconocen las cifras exactas del numero de trombosis, pero segun
estimaciones mundiales, en México, pueden existir entre 400,000 y 500,000 casos
de trombosis por afo. Su incidencia es de un 30% en pacientes que son
intervenidos quirurgicamente y hasta un 50% de los que son sometidos a protesis

de cadera o de rodilla. Estas cifras disminuyen con profilaxis antitrombdtica.
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2.2 Hipertension arterial.

La tensidn arterial (TA) es el resultado de la fuerza con que la sangre presiona
contra las paredes de los vasos sanguineos (arterias) a medida que es bombeada
por el corazén. Los vasos sanguineos son los encargados de llevar la sangre
desde el corazon a todo el organismo. La tension arterial se mide en milimetros de
mercurio (mm/Hg) y se registra en forma de dos numeros separados por una
barra. El primero corresponde a la tension arterial sistdlica, la mas alta, que se
produce cuando el corazdn se contrae. El segundo corresponde a la tension
arterial diastdlica, la mas baja, que se produce cuando el musculo cardiaco se
relaja entre un latido y otro. La TA normal en un adulto se define como una tensién
sistélica de 120 mm/Hg y una tension diastélica de 80 mm/Hg. Los niveles
normales de ambas presiones, son particularmente importantes para el
funcionamiento eficiente de o6rganos vitales como el corazén, el cerebro o los
rifones, y para la salud y el bienestar en general (Mancia et al., 2013) La
Hipertension Arterial (HTA) es una afecciéon en la cual la presion en los vasos
sanguineos es continuamente alta y es definida como la elevacién de los valores
sistélicos y diastdlicos por encima de los limites de la tolerancia referidos en la
Tabla 1, la tension sistolica igual o superior a 140 mm/Hg y una tensién diastélica
igual o superior a 90 mm/Hg (OMS, 2013). Cuanta mas alta es la tensién arterial,

mas tiene que trabajar el corazon para bombear la sangre.

Tabla 1. Clasificacion de los niveles de presidon sanguinea en adultos.

Categoria Sistélica (mm/Hg) Diastélica (mm/Hg)

Nivel de presién

Optima <120 <80
Normal 120-129 80-84
Normal Alta 130-139 85-89
Grado 1 (Leve) 140-159 90-99
Grado 2 (moderado) 160-170 100-109
Grado 3 (extremo) 180 o mas 110 o mas

Fuente: (OMS, 2013).

I
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La hipertensién arterial en su mayoria de veces no presenta sintomas. Pero
cuando esto sucede, en ocasiones se manifiesta con sintomas como cefalea,
dificultad respiratoria, mareos, dolor toracico, palpitaciones o hemorragia nasal.
Ignorar estos sintomas puede ser peligroso, pero tampoco se les puede interpretar
siempre como indicativos de hipertensién. Siendo esto una sefal de advertencia
grave con la necesidad de modificar significativamente el modo de vida. Esta
patologia puede afectar de manera silenciosa y llegar a matar, sugiriendo

mantener controlada su TA (Vidalén, 2010).

Si no se controla la hipertension puede provocar infarto de miocardio, hipertrofia
ventricular y, finalmente, insuficiencia cardiaca. En los vasos sanguineos, la
presion alta puede provocar dilataciones (aneurismas) y zonas de debilidad en la
pared vascular, lo que aumenta las probabilidades de obstruccién y rotura,
ademas también puede promover a fugas de sangre hacia el cerebro y esto puede

causar accidentes cerebrovasculares (Fernandez, 2013).

La hipertension arterial es una patologia multifactorial, dentro de las causas
principales son el tabaquismo, sedentarismo, inactividad fisica, estar sometido a
estrés constante, la ingestidon de sodio en cantidades mayores a las que un
individuo en particular se le sugiere y factores genéticos. Ademas, cualquiera que
sea la causa también existe una relacion agregada y sumamente importante con
base bioquimico-metabdlico de respuesta hormonal, incluyendo el sistema renina
angiotensina y celular. Todas ellas pueden ocurrir y coincidir con varias maneras

simultaneas y precipitar el proceso hipertensivo (Wagner-Grau, 2010).

La HTA puede ser tratada por diferentes medios, es decir con tratamiento
farmacolégico o tratamiento nutricio, dentro de este tratamiento nutricio podemos
decir que, a partir de diferentes fuentes alimentarias, ya sean de productos de
origen animal o vegetal se han obtenido pequefas fracciones aisladas de las
proteinas, llamados péptidos, los cuales contienen una actividad biolégica mas alla
de su contenido nutrimental (Mancia et al., 2013). Es entonces que los péptidos
con actividad antihipertensiva son un buen recurso para el tratamiento o

prevencion de la hipertension arterial, ya que, su accion se encuentra relacionada
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en funcién al sistema renina-angiotensina en relaciéon con la enzima convertidora

de angiotensina | (Paul et al., 2006).
2.3 Sistema renina-angiotensina.

El Sistema Renina Angiotensina (SRA) se encuentra ligado directamente con la
regulacion de la presion arterial sanguinea (Barnos et al., 2012). EI SRA es un
sistema neurohumoral que, en condiciones fisioldgicas, interviene en la regulacion
de la presion arterial y la homeostasis de liquidos corporales, este sistema tiene
diversas acciones en el sistema cardiovascular, incluyendo un potente efecto
vasoconstrictor, sintesis y secrecion de aldosterona en las glandulas suprarrenales
con lo que aumenta la reabsorcion tubular de sodio renal, el volumen plasmatico

circulante efectivo y por ende la presion arterial (Berl, 2009).

El SRA interactua con el 6xido nitrico sintetizado en el endotelio, y con el
simpatico (Masaki, 1997). La renina es una enzima proteolitica (proteasa
aspartica) que se sintetiza en el aparato yuxtaglomerular de la pared de la arteriola
aferente renal 1 e inicia una cascada actuando sobre su sustrato (Paul et al.,
2006).

El angiotensindgeno (Ao), es una glicoproteina de 452 aminodacidos, de la familia
de las alfa-2-globulinas, sintetizada en el higado (aunque hay evidencias de que
es producido también en el tejido adiposo), y lo transforma en el decapéptido
denominado Angiotensina | (Ang I) (Banos et al., 2012). Una vez obtenida la Ang |
a partir del Ao por la accion de la renina, es convertida proteoliticamente en
angiotensina Il (Ang IlI) por la ECA (enzima convertidora de angiotensina),

principalmente a nivel pulmonar (Atlas, 2007).

Sin embargo, ahora se sabe que muchos tejidos, incluidos vasos sanguineos,
rindn, corazén y cerebro son capaces también de generar en forma local Ang Il a
través de vias no dependientes de la ECA (vias no-ECA) como la via de la
quimasa, carboxipeptidasa, catepsina G, (teniendo como sustrato la Ang I) y a
través de la via de catepsina, tonina y activador del plasminégeno (teniendo como
sustrato el Ao) (Walter et al., 2003).

~

MARCO TEORICO



Instituto Tecnolégico de Tuxtepec - Maestria en Ciencias en Alimentos

2.4 Caracteristicas de la ECA.

La enzima convertidora de angiotensina (ECA) o kininasa Il es un componente
fundamental del SRA. Es producida en el endotelio de los tejidos somaticos como
una proteina transmembrana que tiene dos dominios activos, sobre los cuales
actuan los inhibidores de la ECA (Benavente et al, 2010). La ECA también es
producida en los testiculos por un promotor alternativo, que genera una forma

especifica con un solo sitio activo.

La ECA remueve el dipéptido carboxilico terminal del decapéptido Ang | para
generar la Ang Il y degrada la bradiquinina que es un vasodilatador, lo que
produce aumento de la presion arterial (Feldstein y Romero, 2007). La ECA es el
vinculo mas importante entre el SRA y el sistema de quininas, porque no solo
convierte a la Ang | a Ang Il sino también porque degrada a las quininas. Los
inhibidores de la ECA potencian las acciones de la bradiquinina al reducir su
degradacion, lo que aumenta el acoplamiento de la bradiquinina a sus receptores
B1 y B2 en las células endoteliales (Santeliz et al., 2008). También, alteran las
afinidades de los sitios de acoplamiento a los receptores B2 de la membrana. Se
han identificado otros productos de degradacion de la Ang |, como la Ang 1-730, la
Ang Il y la Ang IV. La actividad de la ECA tiene un pH 6ptimo de 7 a 8 y cae

rapidamente con la disminucion de pH (Feldstein y Romero, 2007).

2.5 Tratamiento farmacoloégico antihipertensivo.

La relacién entre la presion arterial y el riesgo cardiovascular es fuerte, es por ello
que se han desarrollado medicamentos para tratar de regular esta enfermedad.
Las listas de los farmacos antihipertensivos incluyen a los diuréticos,
betabloqueadores, antagonistas selectivos de alfa 1-adrenoreceptores, alfa y beta
bloqueadores, los vasodilatadores directos, los medicamentos calcioantagonistas,
los inhibidores simpaticos de accion central, los inhibidores de la Ang Il (IECA) y

los antagonistas del receptor de la Ang Il (ARA II) (Pierre, 2009).
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Dichos farmacos actuan de manera diferentes en el sistema, sin embargo, el uso
desmedido de estos farmacos puede resultar contraproducente en nuestro
organismo, un ejemplo de estos son los inhibidores de la ECA su uso durante el
primer trimestre de embarazo puede estar asociado con el incremento de

malformaciones congénitas en el recién nacido (Herrera, 2012)

Debido a lo anterior, se ha reconocido que las proteinas de los alimentos
proporcionan una rica fuente de péptidos biolégicamente activos que pueden

funcionar en sustitucion del tratamiento farmacologico.
2.6 Trombosis venosa profunda.

La trombosis venosa profunda (TVP) se refiere a la obstruccion especifica del flujo
de la sangre en algun vaso sanguineo, arterial o venoso provocada por un coagulo
o un trombo (Chertcoff et al., 2009), esta obstruccién ocurre en territorio arterial o
venoso e induce la detencién de la sangre (isquemia). Si la isquemia se prolonga,
se produce una lesion celular irreversible, una muerte de los tejidos (necrosis) la
cual puede afectar cualquier érgano provocando un infarto (Gonzales, 2006). El
estadio clinico alterado que induce a un individuo a presentar un evento

trombdtico se le denomina Trombofilia o Estado Protrombético.

Es importante hacer la diferenciacion entre un coagulo o un trombo, ambos se
forman del mismo modo, sin embargo, la formacion de un trombo es un suceso
siempre provocado por una patologia, mientras que la formacién de un coagulo es
una respuesta homeostatica de muy alto valor bioldgico evitando asi la muerte de
una persona por hemorragia. Su inicio y crecimiento estan regulados por el tiempo
y espacio de la obstruccion. De esta manera un trombo es un coagulo que se
formdé en un lugar y tiempo equivocados y que puede alojarse en venas, arterias,
capilares o en las mismas cavidades cardiacas (Figura 2). Dependiendo de
factores hemodinamicos, el trombo se forma por una malla que tiene proporciones
variables de fibrina y plaquetas y que engloba otros elementos celulares de la
sangre como glébulos rojos y blancos (Majluf y Espinosa, 2007).
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Figura 2. Trombo formado en un vaso sanguineo.

Fuente: Medline Plus®. https://www.nlm.nih.gov/medlineplus/spanish/

Existe una triada etiopatogénica llamada de Virchow el cual incluye:

e Estasis venosa: asociada a la permanencia prolongada de pie o sentado, siendo
mas frecuente en personas sedentarias y obesas, en pacientes postrados, como
en enfermedades graves, traumatismos o postoperatorios. En los pacientes
quirurgicos, el riesgo comienza, durante la induccién anestésica debido a los
efectos hemodinamicos que producen desde la disminucion del gasto cardiaco
hasta la venodilatacién y desaparicion de los mecanismos de la bomba muscular
(Villas y Veira del Rio, 2009).

e Coagulopatias o estados de hipercoagulabilidad: donde el sistema de
coagulacion esta alterado incluyen enfermedades neoplasicas, embarazo y
diferentes terapias hormonales. En estos casos se produce un aumento del
fibrindgeno y de algunos factores de la coagulacion (VII, VIII, IX y X). Algunas
patologias cursan con déficit en los inhibidores de la coagulacion (proteina Cy S,
antitrombético 1ll) favoreciendo los procesos trombaticos (Villas y Veira del Rio,
2009).

e Lesiones endoteliales: activan las vias intrinsecas y extrinsecas de la coagulacion.

Se favorece la adhesividad en las plaquetas, con la liberacidon de sustancias

10
MARCO TEORICO



Instituto Tecnolégico de Tuxtepec - Maestria en Ciencias en Alimentos

capaces de estimular la coagulaciéon en contacto con el colageno subendotelial.
Esto altera el equilibrio entre factores agregantes vy antiagregantes,
desapareciendo los factores sistema fibrinolitico, como sucede en los
traumatismos, vias centrales y marcapasos. Ademas, existen zonas turbulentas en
el arbol venoso que facilitan la formacion de un trombo, tales como los senos

valvulares (Villas y Veira del Rio, 2009).

Sus manifestaciones clinicas, gravedad y naturaleza dependen del vaso obstruido.
Las consecuencias clinicas de una trombosis incluyen multiples y diversas
complicaciones agudas o cronicas que pueden dejar secuelas graves Yy
discapacidades hasta llegar a la muerte del individuo. La edad >40 afios se ha
establecido como un factor de riesgo para la trombofilia para la cual si el paciente
manifiesta otros factores de riesgo se incrementa el riesgo de trombosis (SSA,
2010).

Por otro lado, es importante también hablar sobre el embolismo pulmonar el cual
se produce cuando un trombo alojado en algun lugar del sistema venoso de
retorno se desprende y aloja al arbol arterial pulmonar. Esto produce un infarto del
parénquima pulmonar donde hay areas ventiladas, pero no prefundidas, con
bronco-constriccion e hipoxemia, cuya gravedad depende de su extensiéon. El
diagndstico de TVP es clinico, aunque en muchas ocasiones es totalmente
asintomatico. Entre los signos se encuentran la flogosis (dolor, edema y/o fiebre),
la presencia de cianosis e ingurgitacion venosa superficial. Con la aparicion de
disnea, hemoptisis y dolor toracico se debe sospechar en una embolia pulmonar
(Gonzales, 2006).

Por lo anterior mencionado es de suma importancia encontrar una solucion
farmacéutica y nutricia trascendental a efecto de realizar medidas de prevencién

primaria y secundaria adecuadas.

11
MARCO TEORICO



Instituto Tecnolégico de Tuxtepec - Maestria en Ciencias en Alimentos

2.7 Tratamiento farmacolégico antitrombético.

El objetivo del tratamiento en la trombosis venosa es prevenir y tratar las posibles
complicaciones, como son la extensioén del coagulo, la embolia pulmonar aguda,
disminuir el riesgo de trombosis recurrente y de complicaciones tardias como el

sindrome postrombético y la insuficiencia venosa crénica (Arzamendi et al., 2006).

La terapia anticoagulante de mantenimiento se realiza por medio de
anticoagulantes orales como los acenocumarol o warfarina. Su administracion ha
de comenzar en el primer dia del tratamiento, tras la dosis de carga de HBPM
(heparinas de bajo peso molecular) o de HNF (factor nuclear de hepatocitos).
Dado que los anticoagulantes orales (ACO) tardan al menos 72 h en actuar, se
debe mantener durante al menos 5 o 6 dias el solapamiento entre HNF/HBPM vy
los ACO. Se retira la heparina cuando la razén normalizada internacional
(international normalized ratio [INR]) sea mayor de 2, durante 2 dias consecutivos
(Llanos, 2001).

De igual forma ocurre con los péptidos antitromboticos en accidn para la
sustitucion de los farmacos de dicho padecimiento, los cuales poseen mecanismos
de respuesta a favor de su sistema contrarrestando el uso de los medicamentos

antitromboticos (Arzamendi et al., 2006).
2.8 Péptidos bioactivos

Las proteinas de la dieta son conocidas tradicionalmente por proporcionar una
fuente de energia y los aminoacidos esenciales para el crecimiento y
mantenimiento de varias funciones del cuerpo. Ademas, contribuyen a las
propiedades fisico-quimicas y sensoriales de los alimentos ricos en proteina. En
los ultimos anos, las proteinas de los alimentos han ganado un aumento de valor
debido al amplio conocimiento que se tiene sobre los péptidos fisiolégicamente
activos (Chen et al., 2003).

Los péptidos bioactivos son secuencias de aminoacidos de tamafo pequeno,
entre 2 a 15 residuos de aminoacidos los cuales podrian influir en el metabolismo

celular y actuar como vasorreguladores, factores de crecimiento, inductores
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hormonales y neurotransmisores. La administracién oral de péptidos bioactivos
puede ejercer su efecto, sobre los sistemas cardiovascular, digestivo,
inmunoldgico y nervioso. Estos péptidos bioactivos son inactivos dentro de la
secuencia de la proteina original y pueden ser liberados durante: 1) hidrdlisis
enzimatica de las proteinas, 2) a través de la hidrélisis por microorganismos
proteoliticos y 3) a través de la accién de enzimas proteoliticas derivadas de
microorganismos o plantas, y en combinacién de estas 3 por ejemplo: 1 -261-3
(Pérez et al., 2012).

Esta demostrado que estos péptidos pueden atravesar el epitelio intestinal y llegar
a tejidos periféricos via circulacion sistémica, logrando ejercer funciones
especificas a nivel local, en el tracto intestinal y a nivel sistémico (Erdmann et al.,
2007). Cabe destacar que, dependiendo de la fuente proteica, del tipo de enzima
usada y de las condiciones de procesado, la actividad biolégica y los péptidos
obtenidos es distinta (Mulero et al., 2011) y de la combinacion y secuencia de los

aminoacidos obtenidos.
2.9 Fuentes de obtencion y principales actividades biolégicas.

Los péptidos bioactivos han sido aislados de diferentes fuentes, tanto animales
como vegetales; entre las primeras se pueden mencionar a la caseina, el queso a
base de suero de la leche (requeson), de leche fermentada, del musculo de pollo y
pescado entre otras y de origen vegetal se han aislado del gluten de trigo, soya,
girasol, espinaca, frijol mungo, etc. (Das Neves et al, 2006) los cuales han
presentado diversas actividades biolégicas como antihipertensivos, opioides,
antioxidantes, anticolesterolémicos, antimicrobianos, anticariogénicos

antitromboticos, anticancerigenos e inmunomoduladores (Megias et al., 2004).
2.10 Obtencion de hidrolizados proteicos y fracciones peptidicas

Es innegable que las proteinas son los materiales que desempeinan el mayor
numero de funciones en las células de todos los seres vivos, las cuales van desde
formar parte de la organizacion estructural basica de la célula, hasta funciones

metabdlicas y reguladoras. Toda esta variedad de actividades bioquimicas son las
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que definiran la identidad de un ser vivo. En consecuencia, han sido el foco de
atencion de los cientificos a traves del tiempo. En el afan de comprenderlas mejor,
se ha intentado sintetizarlas en el laboratorio llegando a desarrollar la técnica de
sintesis de péptidos, donde la hidrdlisis proteinica es la ruptura del enlace
peptidico y por consecuencia la generacion de péptidos de menor tamaho o
incluso de aminoacidos libres, informacion importante al poseer caracteristicas de
las proteinas naturales (Lira, 2007). Estas rupturas de enlaces pueden producirse
por diferentes métodos que van desde el método quimico pasando la obtencion
bioldégica, enzimatica, por ultrafiltracion, HPLC (cromatografia liquida de alta

resolucion) y la filtracién en gel.

2.10.1 Método quimico para la obtencion de péptidos

Los aislados proteinicos son preparados mediante el uso de un medio alcalino
hasta alcanzar un pH entre 7 a 8.5, proceso mediante el cual favorece la
solubilizacion de las proteinas desnaturalizadas durante la preparacion de los
aislados (Wolf, 1970). Sin embargo, los intervalos de pH alcalino pueden variar, ya
que, algunas proteinas como las gluteinas requieren de pH alcalinos o superiores
a 11 en la extraccibn para poder ser extraidas (Vioque et al, 2001a).
Posteriormente para la obtencién de aislados proteinicos es ajustar el pH 4.5 el
cual es el punto isoeléctrico de la mayoria de las proteinas, provocando que estas

se precipiten, para que sean separadas por centrifugacioén o filtracion (Wolf, 1970).

La hidrdlisis quimica catalizada por acidos o bases ha sido extensamente
practicada para obtener hidrolizados proteinicos, con buenas propiedades
funcionales, sin embargo la catalisis quimica presenta algunas dificultadas en el
control de la hidrdlisis debido a otros materiales organicos, que pudieran estar
presentes en el sustrato, tales como, la presencia de monocloropropanol (3-cloro-
1,2 propanediol, 3-MPCPD) y dicloropropanol (1,3-dicloro-2-popanol,DCP) que
resultan por la hidrdlisis de lipidos y de la presencia de sales de sodio del acido
glutdmico (MSG) en la neutralidad del producto final (Wanasundara et al., 2002a).

Ademas, las hidrdlisis acidas de los concentrados y aislados proteinicos se
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producen mediante la divisidbn quimica de la unién de péptidos en una region
especifica por ejemplo al oxidar la cisteina y metionina, destruir serina y treonina,
y convertir la glutamina y asparagina en glutamato y aspartato, respectivamente,
disminuyendo la calidad de la proteina y su valor biolégico (Manninen, 2004).
Asimismo, en la Tabla 2 se presentan algunos agentes divisores quimicos para las

separaciones proteinicas.

Tabla 2. Métodos enzimatico y quimico para la separacién de péptidos.

Tipo de método Agente de divisién Especificidad
Enzimatico Tripsina Lado C-Terminal de Arg y Lis
Pepsina No especifico
Quimiotripsina Lado C- Terminal de residuos hidréfobos

Glutamil endopeptidasa Lado C- terminal de glutamina y asparagina

Quimico Bromuro de ciandgeno Lado C- Terminal de Metionina
Acido diluido Asparagina y prolina
BNPS-escatol Triptéfano

Fuente: (Agilent, 2013)

2.10.2 Método fermentativo para la obtencién de péptidos.

Durante el proceso de la fermentacion, las bacterias acido lacticas hidrolizan las
proteinas de la leche, principalmente caseinas, en péptidos y aminoacidos que se
utilizan como fuentes de nitrégeno necesarias para su crecimiento. Por lo tanto,
los péptidos bioactivos pueden ser generados por bacterias iniciadoras y no
iniciadoras utilizados en la fabricaciéon de productos lacteos fermentados
(Hernandez et al., 2011). Las leches fermentadas han sido reconocidas por ser el

alimento saludable desde hace mucho tiempo en donde se utilizan fuentes
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biolégicas como las bacterias Bifidobacterium y bacterias acido lacticas, siendo
aun mas valiosas desde el punto de vista del mantenimiento de la salud e

importante medicina preventiva.

Se ha demostrado que el sistema proteolitico de los Lactobacillus helveticus,
Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus, Lactococcus lactis ssp. diacetylactis, L.
lactis ssp. cremoris, y Streptococcus salivarius ssp. thermophylus pueden
hidrolizar proteinas de la leche y liberar péptidos con capacidad antihipertensiva.
Los mejores péptidos inhibidores de la ECA son caracterizados por poseer
residuos de VPP y IPP los cuales se encuentran en leche fermentada con L.

helveticus y el cual ya es comercializado en Japon (Hernandez et al., 2011).
2.10.3 Método enzimatico para la obtencion de péptidos.

La manera mas comun de producir péptidos bioactivos es a través hidrolisis
enzimatica de las moléculas de proteinas enteras como se muestran en la Tabla 2.
Una gran variedad de estudios ha demostrado la liberacion de ECA | y/o péptidos
antihipertensivos de proteinas de los alimentos, por hidrolisis con las enzimas
gastrointestinales, tales como la pepsina, tripsina, y quimotripsina. Existen
reportes donde se describen la ocurrencia de péptidos inhibidores de la ECA en
hidrolizados de las especies bovina, ovinos y caprinos k-caseina en la hidrolisis
con varias enzimas digestivas (Torruco, 2009). Ademas, el uso de
microorganismos vivos para la obtencidén de enzimas proteoliticas de fuentes
bacterianas y fungicas ha sido también utilizado para generar péptidos bioactivos
a partir de diferentes proteinas (Hernandez et al., 2011). El uso de enzimas
disponibles en el mercado de proteasas de calidad alimentaria derivados de
microorganismos para hidrolizar proteinas de los alimentos es ventajoso ya que
estas enzimas son de bajo costo y seguro, y el rendimiento de los productos son

muy altos (Ueno et al., 2004).

Recientemente, el interés de los tecndlogos de alimentos ha recurrido a la

utilizacién de diferentes técnicas, tales como alta presién y calor desnaturalizante
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y ultrasonidos de potencia para modificar la estructura de proteinas y aumentar la
hidrdlisis enzimatica. En comparacion con la protedlisis a presion atmosférica, no
se detectaron diferencias cualitativas y cuantitativas en la hidrdlisis patron cuando
la protedlisis con tripsina se llevd a cabo bajo tratamientos por alta presion
(Korhonen y Pihlanto, 2005). La exposicion prolongada a los ultrasonidos de alta
intensidad se ha demostrado que inhibe la actividad catalitica de una serie de
enzimas en alimentos. Sin embargo, en algunos casos, las enzimas se ha
encontrado que aumentan su actividad después de exposiciones cortas a

ultrasonidos (Hernandez et al., 2011).
2.10.4 Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC)

Esta herramienta ha sido muy util para la purificacion y caracterizacién de
péptidos. Es capaz de separar el péptido de interés de una mezcla formada
durante la sintesis de péptidos, incluso si el producto esperado se encuentra
contaminado con un péptido al que sdlo le hace falta un aminoacido (Karamac et
al., 2005). Los tipos principales de HPLC utilizados para la separacion de péptidos

son:

Cromatografia por exclusion de tamano. Este tipo de cromatografia también
conocida como filtracion en gel, no es una técnica muy efectiva para separar
péptidos contaminantes del péptido de interés, a menos que haya una diferencia
importante en el tamafio (aunque ya se han disefiado columnas que pueden
separar péptidos con masas moleculares del rango de 100-7000 Da). Pese a ser
la menos efectiva de las cromatografias utilizadas, puede ser implementada en las
primeras etapas del proceso de purificacion, sobre todo si lo que se desea es
deshacerse de otro tipo de contaminantes como los grupos protectores o agentes

acoplantes (Karamac et al., 2005).

Cromatografia de intercambio i6nico. Es muy util para separar mezclas de
péptidos, particularmente cuando especies cargadas han sido removidas de la

secuencia esperada. Puede ser capaz de separar especies cargadas que difieren
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por solo una carga neta. Para purificacion de péptidos sintéticos es usada con

mayor frecuencia una columna de intercambio cationico.

Cromatografia de fase reversa. Es el método mas utilizado para separar
péptidos debido a que es generalmente superior a los otros dos en velocidad y
eficiencia. Ofrece un amplio rango de manipulacién de las caracteristicas de las
fases movil y estacionaria para mejorar las separaciones peptidicas entre los que

se encuentran:

1. Variacion de los grupos funcionales de la fase estacionaria. Los ligandos
funcionales que usualmente se encuentran en la fase estacionaria de RP-HPLC
(Cromatografia liquida de alta resolucion en fase reversa) con cadenas
hidrocarbonadas de 8 o 18 carbonos; sin embargo, algunos contaminantes como
grupos protectores, agentes acoplantes no son exitosamente separados. Péptidos
muy hidrofobicos también presentan problemas para purificarse, ya que las
interacciones con los compuestos acoplados a la fase estacionaria son muy
fuertes. Para solucionar ambos problemas mencionados, se ha optado por sustituir
los hidrocarburos de 8 atomos de carbono por cianopropil, el cual ha resultado
muy eficiente para la purificacién de los casos expuestos (Lira, 2007).

2. Efecto de las sales en la fase movil. La adicion de sales a la fase mouvil,
generalmente de 50 a 100 mM, en un rango de pH aproximado de 4-7, es
tradicionalmente utilizado para suprimir las interacciones de grupos silanol libres
con solutos positivamente cargados.

3. Efecto de la elevacion de la temperatura en la purificacion. Los tiempos de
retencion del péptido en la columna cromatografica decrecen cuando se
incrementa la temperatura, mejorando la resolucion del péptido. Aumentar la
temperatura previene posibles agregados del péptido y lo hace mas soluble, lo que
facilita su elucién, especialmente si el péptido a purificar es altamente hidrofébico.
Una desventaja del incremento de la temperatura es que reduce el tiempo de vida
de la columna. Combinaciones entre las cromatografias antes descritas, pueden

ofrecer una purificacién mas eficiente (Lira, 2007).
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2.10.5 Filtracion en gel

Los geles son los soportes mas usados debido a la igual distribucién de los grupos
funcionales a través de la red polimérica altamente solvatada e inerte, la cual es
ideal para el ensamblaje de los péptidos. La red polimérica es flexible y la resina
puede expandirse para acomodar a la molécula creciente dentro del gel. Para la

sintesis de péptidos se han desarrollado 4 tipos de resinas de gel:

1. La resina hidrofobica de poliestireno, que fue la desarrollada por Merrifield.
Originalmente era una resina con un 2% de entrecruzamiento por la incorporacion
de divinilbenceno clorometilado (fue modificada a un 1% de entrecruzamiento
debido a los problemas que presentaba para la sintesis de péptidos mas
complejos), esta resina es muy estable en todo el rango de pH y a la temperatura.
El tamano de las perlas de esta resina es de 10 a 200 pm, la solvatacién de estas
perlas no es muy eficiente, y los péptidos solvatados pueden cambiar las
propiedades de hinchamiento de la resina, esto sumado al caracter fragil de la
resina a lo largo de la sintesis, la hacen inutil para un flujo continuo.

2. Las resinas de poliacrilamida desarrolladas por Sheppard como una
alternativa hidrofilica para las resinas de poliestireno, son obtenidas mediante el
entrecruzamiento de  poly-N,N-dimetilacrilamida con 5% de bis-N,N’-
acriloiletilendiamina y como grupos funcionales N-acriloilsarcosina metil éster. Es
una resina mucho mas flexible que la anterior, por lo que permite un mayor
entrecruzamiento. Las resinas de poliacilamida se hinchan mejor con solventes
polares y tiene mejores propiedades que las de poliestireno bajo condiciones
polares de sintesis. Su caracter fragil no las hace adecuadas para un flujo
continuo (Lira, 2007).

3. Las resinas con polietilenglicol (PEG) incrustado fueron desarrolladas para
la obtencion de una resina mas estable. Estas resinas también mejoran la sintesis
de péptidos dificiles. Se obtienen por la reaccién de oligoxietilenos con perlas de
poliestireno aminometilado. Estas perlas ahora tienen la propiedad de hincharse
con solventes no polares y polares, exceptuando el agua, por lo que pueden

utilizarse indistintamente Boc-aminoacidos o Fmoc aminoacidos. Su grado de
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hinchazén no cambia durante toda la sintesis, lo que las hace mas estables al
flujo.

4. Las resinas basadas en PEG, las cuales estan compuestas exclusivamente de
una red de Polietilenglicol/polipropilenglicol (PPG) o por una combinacién de PEG
con una pequefia cantidad de poliamida o poliestireno. Estas resinas confieren
propiedades 6ptimas para el soporte, debido a los arreglos presentados por los
enlaces entre en carbono y el oxigeno a lo largo de la cadena asumiendo tres
tipos de estructuras helicoidales. La primera esconde los atomos de oxigeno,
convirtiéndola en una estructura hidrofdbica, la segunda de polaridad intermedia, y
la tercera con los atomos de oxigeno expuestos por lo que es una estructura
hidrofilica. Lo anterior permite que este tipo de resina sea compatible con
solventes tanto polares como no polares. Las moléculas de PEG son altamente
dinamicas, lo que permite que las reacciones de acoplamiento se lleven a cabo
rapidamente. El caracter anfipatico del PEG también impide que los péptidos se

agreguen (Lira, 2007).

2.1 Péptidos antihipertensivos

Los péptidos antihipertensivos son los péptidos bioactivos mas estudiados de los
alimentos, ya que éstos muestran actividad por la inhibiciéon de la ECA (Wang y
Gonzalez de Mejia, 2005). Estos péptidos han sido identificados a partir de una
gama de diferentes proteinas de los alimentos tanto en fuentes animales y
vegetales (Silva y Malcata, 2005). Entre las que destacan las proteinas de la
leche, como la B-caseina, es la fuente principal de estudio para la obtencion de
péptidos, le prosigue la caseina, con actividad inhibidora en la ECA. Los
tripéptidos Isoleucina-Prolina-Prolina (IPP) y Valina-Prolina-Prolina (VPP), de
manera combinada son conocidos como lactotripéptidos (LTP), son eficaces
inhibidores de la ECA que pueden reducir la presion arterial en forma espontanea.
Estos LTP se han aislado de hidrolizados de la caseina de la leche. Ademas de
haberse tomado en cuenta para ser introducido a algun alimento, dandole
importancia a su uso como alimento funcional ayudando asi con el control de la

presion arterial.
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Otros tripéptidos y algunos péptidos de cadena mas larga, incluyendo YQEP,
VPKVK, PLPLL, HLPLP, y YQEPVLGP de p-Caseina, RPK y RPKHPIKH de S1-
caseina, asi como PPEIN de caseina. También se encuentra en las proteinas del
suero, en particular p-lactoglobulina y p-Lactoalbumina. Varios péptidos derivados
de la B-Lactoglobulina y p-lactoalbumina han demostrado ser potenciales
inhibidores de la ECA. Los péptidos bioactivos con actividad inhibitoria de la ECA
son producidos durante la hidrolisis enzimatica de las proteinas de la leche con
diversas proteasas tales como pepsina, pancreatina, Alcalasa®, y Flavourzyma®,
durante la fermentacién microbiana de la leche o en algunos casos por el uso
combinado de enzimas y microorganismos. El tipo de enzimas utilizadas durante
la produccién de péptidos en gran medida influye en el patron de rompimiento de
los péptidos de la proteina, que determina la actividad inhibidora resultante de los
péptidos contra la ECA (Perez et al., 2011).

2.12 Péptidos antitrombéticos.

La agregacion plaquetaria es un paso critico en la formacién de trombos y esta
mediada por el enlace del fibrinbgeno y su receptor, la glucoproteina GPIIb/llla de
la membrana de las plaquetas, la cual involucra el reconocimiento de la secuencia
Arg-Gli-Asp (AGD) del fibrindbgeno. Es concebible, por lo tanto, que los péptidos
que contienen la secuencia AGD puedan ser capaces de antagonizar el
acoplamiento del fibrinégeno a la GPIIb/llla, resultando en la inhibicion de la

agregacion de plaquetas (Silva y Malcata, 2005).

En la secuencia AGD, una unidad catiénica en este caso, el grupo guanidino de la
cadena lateral de la Arg y la estructura del acido carboxilico del Asp, es requerida
para la actividad inhibitoria. Ademas, la distancia entre estos grupos funcionales
catidnicos y anionicos son un factor importante para potencializar la actividad
inhibitoria. El fibrinbgeno enlaza sitios de la GPIIb/llla, la cual tiene un numero de

residuos de Asp, y a causa de esto el grupo guanidino de la Arg, en el caso de
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compuesto tipo-AGD, se piensa que puede estar involucrado en la ligadura iénica

con el grupo carboxilato del Asp en la GPlIb/llla57 (Erdmann et al., 2007).

Por lo anterior, los péptidos que son antagonistas del fibrindbgeno y se fijan a la
GPIllIb/llla son utiles en la prevencion de la trombosis y en los regimenes de
tratamiento post-angioplastia o post-tromboliticos. Los principales péptidos
aislados con actividad antitrombotica se encuentran presentes en la leche. A nivel
molecular, la coagulacion de la sangre y de la leche muestra gran similitud. En la
leche, el mecanismo de coagulacion es definido por la interaccidon de la k-caseina
con quimosina, y el proceso de coagulacion de la sangre es definido por la

interaccién del fibrinbgeno con trombina (Korhonen y Pihlanto, 2005).

2.13 Entomofagia
Los insectos han jugado un papel trascendental tanto en las sociedades primitivas,
como en las industriales por las funciones importantes que realizan. Los insectos
son uno de los grupos animales que mas tiempo llevan en el medio terrestre.
Desde hace varios cientos de millones de afios se han convertido en algunos de
los organismos dominantes, en numero de individuos, especies y biomasas, de los

ecosistemas terrestres y dulceacuicolas del planeta (Cerrito et al., 2008).

La entomofagia se refiere al consumo de insectos, practica que en nuestro pais se
remonta en la época prehispanica y que en la actualidad el indice de consumo
diario presenta mayor interés en la poblacion (Rumpold y Schliter, 2013). El total
de especies contabilizadas hasta hoy son 504 especies de insectos comestibles
por ejemplo las chinches, pulgones, libélulas, gusanos de maguey, escarabajos,
hormigas, abejas, chapulines, jumiles. Ademas, han otorgado a los seres humanos
multiples beneficios con respecto a su uso como por ejemplo en la utilizacion
como en alimentos, ropa, medicina, transformacion de desechos organicos, etc.,

sin contar con su papel en la polinizacion de las cosechas (Ramos et al., 2012).

Los insectos contienen sales minerales, algunos son muy ricos en calcio,
albergan vitaminas del grupo B y son una fuente importante de magnesio;
ademas, en estado de larva, proporcionan calorias de gran calidad, ya que estan
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conformadas por acidos grasos poliinsaturados que no hacen dafo al hombre.
Una de las principales aportaciones de los insectos es la alimentacion ya que son
una fuente importante de las proteinas, pudiendo ser una buena opcion de esta
para el consumo humano y marcando variedad con respecto a los productos de
origen animal de mayor consumo como el, pollo, la res, cerdo o mariscos, asi
como derivados de estos (Lahteenmaki y Grmelova, 2016).Siendo mas especificos
en lo que al consumo de insectos respecta, la ingesta del chapulin presenta uno
de los primeros lugares en nuestro pais, mostrando dentro de su valor nutrimental
cantidades relativamente altas en comparacién con la de otras fuentes animales,
por ejemplo, en 100 g de carne de res, el contenido de proteina va de un 54 a
57%, mientras que en 100 g de chapulin su contenido proteinico varia de entre 62
a 72% (Ramos et al., 2012). Pudiendo ser una buena fuente de obtencién de

péptidos no convencional para diferentes bioactividades.

214 Chapulin (Sphenarium purpurascens Ch.)
Sphenarium purpurascens Charpetier, nombre cientifico dado al saltamontes o
también llamado chapulin de milpa, ya que es abundante en agroecosistemas
donde se cultiva maiz, perteneciente a la familia Pyrgomorphidea del orden
Orthophera 'y suborden Caelifera donde provienen 4 tipos de especies las cual una
de ellas corresponde a la Sphenarium purpurascens (Figura 3), descrita en 1842

por Charpentier al cual se le atribuy6é su nombre (Barrientos y Almaguer, 2009).

HEMBRA
A

1 cm. 1 _cm

Figura 3. Sphenarium purpurascens Ch. hembra y macho. Fuente: Barrientos y Almaguer (2009)
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En México es el ortoptero mas abundante y presenta una distribucion geografica
muy amplia que comprende el Centro, Sur y Occidente en Estados como Oaxaca,
Guerrero, Michoacan, Jalisco, Veracruz, Puebla, Tlaxcala, Hidalgo, Morelos,
Distrito Federal, Estado de México, Chiapas y Tabasco (Castellanos et al., 2015).
Las opciones culinarias para el uso de los chapulines son diversas, en el Estado
de Oaxaca se consumen en tostadas, tacos, salsas con chiles, o simplemente
agregandoles mojo de ajo y limén; estos llevan una preparacion previa, dejandolos
vivos para purgarlos, y hervirlos en agua con sal, posteriormente se enfrian o
tuestan para poder consumirlo. En cuanto al valor nutrimental de los chapulines
han mostrado que en su composicion predomina el grupo de las proteinas,
mostrando el contenido de aminoacidos en la Tabla 3. En un analisis quimico
proximal realizado por Ramos et al. (2012) menciona que el Sphenarium
purpurascens proveniente del estado de Oaxaca muestra que por cada 100 g de
muestra contiene un total de 58.3 g de proteinas, 7.4 g de grasas, 16.5 g de
cenizas, 8.64 g de fibra cruda, 9.11 de carbohidratos y un aporte calérico de 12.8

kcal.

Tabla 3. Contenido de aminoacidos del Sphenarium purpurascens Ch. (g/100 g proteina).

Aminoacido Larva y adulto

Aminoacidos esenciales

Isoleucina 4.2

Leucina 8.9

Lisina 5.7

Metionina 25

Cisteina 1.8

Total de aminoacidos sulfuros 4.3
Fenilalanina 10.3

Tirosina 6.3
Total de aminoacidos aromaticos 16.6
Treonina 3.1

Triptofano 0.7

Valina 5.7

Histidina 2.2
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Total de aminoacidos esenciales 51.3
Aminoacidos no esenciales

Ac. Aspartico 8.7

Serina 4.8

Ac. Glutamico 10.7

Prolina 6.2

Glicina 6.8

Alanina 6.4

Arginina 6.0

64.0

Puntuacion de calidad de proteina*
*Puntuacién de calidad de la proteina acorde a los valores estandar de WHO/FAO/UNU 1985.

Fuente: Ramos et al. (2012).

Cabe mencionar, que el alto valor proteico de esta especie de Orthopera es
importante, pudiendo ser una especie no convencional para la obtencién de

péptidos bioactivos que pudieran presentar diversas propiedades bioldgicas.
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3. ANTECEDENTES

Vercruysse et al. (2005). Evaluaron la actividad inhibitoria de la ECA de los
hidrolizados enzimaticos de proteinas de insectos. Estudiaron 4 insectos de
diferentes 6rdenes como: Spodoptera littoralis (Lepidoptera) o rosquilla negra,
Bombyx mori (Lepidoptera) llamado gusano de seda, Schistocerca gregaria
(Orthoptera) con su nombre comun langosta del desierto y el abejorro, Bombus
terrestris (Hymenoptera). Se utilizaron varias enzimas para realizar la hidrélisis de
las proteinas de los insectos, las cuales fueron proteasas gastrointestinales,
Alcalasa® y Termolisina las cuales son utilizadas por primera vez en este tipo de
estudios. La actividad inhibitoria de la ECA fue medida por dos métodos
diferentes, un método espectofotométrico usando FAPG (2-furonacriloil-fenilalanil-
glicil-glicina) como sustrato y el método de HPLC usando dansiltriglicina (DTG)
como sustrato. La hidrdlisis de las proteinas de los insectos dio como resultado un
aumento de la actividad inhibitoria de la ECA. Encontrandose una mayor actividad
en aquellos hidrolizados obtenidos después de la digestion gastrointestinal. Estos
resultados sugieren el potencial de las proteinas de insectos como componente
antihipertensivo en alimentos funcionales y nutraceuticos. Sin embargo, la
actividad inhibitoria de la ECA difiere de acuerdo al método usado, por lo que es

necesario estandarizar las metodologias para evaluar la actividad de la ECA.

Chen et al. (2008). Investigaron la actividad inhibidora de hidrolizados sobre la
enzima convertidora de angiotensina | (ECA), con el fin de desarrollar una nueva
funcionalidad en alimentos que brinden un método simple y eficaz para la
prevencion de hipertension. Fue llevado a cabo mediante la hidrdlisis de huesos
de pollo con diferentes enzimas como la Alcalasa®, Pepsina® y Tripsina durante 12
h. Los hidrolizados se liofilizaron y se almacenaron a una temperatura de -80 °C y
posteriormente fueron probados experimentalmente cada 2 h para evaluar el valor
de pH, el contenido de péptido, el grado de hidrdlisis (GH) y la actividad inhibitoria
de la ECA. Como resultados mostraron que los hidrolizados con Alcalasa®

presentaron un mayor grado de hidrélisis y contenido de péptidos. Por
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electroforesis se observo que los componentes de 66 kDa desaparecieron en los
hidrolizados con Alcalasa® y Tripsina después de 2 h de hidrolisis. Los
hidrolizados con Alcalasa® presentaron una mayor actividad inhibitoria de la ECA,
especialmente en los hidrolizados a 4 y 8 h y también mostraron valores muy
bajos de ICso de 1960 mg/mL a 4 h y 0.945 mg/mL a 8 h. De acuerdo a los
resultados obtenidos de GH y electroforesis se puede asumir que la mayor
actividad de la ECA es debido a la obtencion de péptidos de bajo peso molecular
en la hidrélisis de Alcalasa®. Por lo que, concluyeron que el hueso de pierna de
pollo puede ser utilizado para desarrollar péptidos inhibidores de la ECA que
puedan ser utilizados como ingrediente funcional en alimentos, en un intento de

aliviar la hipertension.

Shimizu et al. (2009). Evaluaron los péptidos de la carne de cerdo cruda
desgrasada con el objetivo de encontrar actividad antitrombodtica. La carne de
puerco fue hidrolizada con la enzima papaina, utilizando nuevos métodos de
obtencién de péptidos, los cuales fueron las pruebas de trombosis por cizalla
inducida in vitro usando sangre de rata no tratadas con anticoagulantes y un test
de laser de helio-neon inducido en la arteria cardtida del raton in vivo. Los
aminoacidos encontrados en la carne de cerdo fueron Acido Aspartico (Asp),
Treonina (Thr), Serina (Ser), Glutamina (Glu), Prolina (Pro), Glicina (Gly), Alanina
(Ala), Cisteina (Cys), Valina (Val), Metionina (Met), Isoleucina (lle), Leucina (Leu),
tirosina (Tyr), Fenilalanina (Phe), Histidina (His), Lisina (Lys) y Arginina (Arg); de
los cuales lle-Leu-Phe prueban que posiblemente tienen mayor actividad
antitrombdtica in vivo. Demostrando que los péptidos de carne de cerdo
purificados probablemente inhiben la trombosis si son administrados en
cantidades de 70 mg/kg de peso, equivalente a las cantidades de ingesta
recomendada de la aspirina (50 mg/kg), medicamento que en uso excesivo y
constante trae consigo problemas gastrointestinales e induccién al asma, por lo
que concluyen que el consumo diario de los péptidos purificados de la carne de
cerdo podria ser una buena opcidén antitrombdtica en humanos en comparacion

con el uso de medicamentos como la aspirina. Cabe mencionar que la secuencia
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de aminoacidos hidrolizados por papaina no se determiné en el presente estudio.
Sin embargo, mencionaron que se necesitan mas estudios para identificar el o los
componentes activos para aclarar el mecanismo del efecto antitrombdético de los

hidrolizados de péptidos con papaina.

Staljanssens et al. (2011). Investigaron la actividad inhibitoria de la ECA in vitro'y
el efecto antihipertensivo in vivo en los extractos de las células de insectos.
Evaluaron la maxima concentracion inhibitoria media (/Cso) de tres lineas celulares
de insectos diferentes: S2 (embrion de Drosophila melanogaster, mosca de
vinagre), Sf21 (ovario de Spodoptera frugiperda y palomilla de maiz) y BMS
(ovario, Bombyx mori mariposa o0 gusano de seda). Los resultados mas
interesantes obtenidos fueron que los valores de ICsp oscilaron entre 0.4 y 0.9
mg/mL, y que una hidrdlisis adicional con enzimas gastrointestinales no aumento
la actividad inhibidora de la ECA Vvisiblemente. Finalmente, una unica
administracién oral con una sonda gastrica de extracto de células 150 mg/kg de
peso corporal en ratas espontaneamente hipertensas (SHR) disminuyd
significativamente (p < 0.05) la presion arterial sistélica (PAS), enun 5 -6% (9 - 12
mm Hg) en comparacion con los controles a las 6 horas después de la
administraciéon. Los resultados confirmaron el potencial de las células de insectos,
las cuales pueden ser cultivadas facilmente en bioreactores industriales, con la
finalidad de obtener cantidades mayores de biomasa y usarlas, asi como una
fuente de péptidos bioactivos que pudieran ser utilizados en la preparacién de

alimentos funcionales o neutraceuticos que presenten actividad antihipertensiva.

Kong et al. (2012). Purificaron y caracterizaron un nuevo péptido antitrombético
obtenido a partir Scolopendra subspinipes mutilans. Fue utilizado el ciempiés
debido a que, en Corea, China y otros paises asiaticos del Lejano Oriente es
prescrito como tratamiento de enfermedades cardiovasculares. El nuevo péptido
antitrombdético fue aislado usando una combinacion de ultrafiltracion, columna
Sephades G-50, columna de intercambio aniénico 15 Q y una columna de C18 de

RP-HPLC. El péptido purificado presenté una masa molecular de 346 kDa medido
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por electro spray (ESI-MS). La estructura primaria del péptido fue de Ser-GIn-Leu
(SQL) el cual inhibi6 la agregaciéon plaquetaria y presentd una actividad
prolongada del tiempo de tromboplastina (aPTT). Los resultados ayudaron a
comprender el mecanismo de la actividad antitrombaética del ciempiés el cual
puede ser un tratamiento efectivo contra las enfermedades cardiovasculares y

cerebrovasculares.
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4. JUSTIFICACION

De acuerdo con la informacién proporcionada por la Secretaria de Salud del afio
2010 a la fecha sobre las altas estadisticas de enfermedades cardiovasculares las
cuales incluyen dos de las principales causas de muerte en México, como lo son la
Hipertension arterial y la Trombosis Venosa, se han buscado fuentes alternativas
en sustitucion al uso del medicamentos para cada una de las enfermedades
mencionadas anteriormente, disminuyendo asi reacciones secundarias, costos
monetarios, y/o susceptibilidad de alergias a medicamentes por el uso prolongado
de estos . Es por ello, que se han llevado un sin fin de estudios en las actividades
bioldgicas inhibitorias de la ECA y la actividad plaquetaria, de las cuales la
actividad antihipertensiva ha sido una de la mas estudiadas en extraccion de
diversas fuentes, tanto animal como vegetal y otras no convencionales tales como
los insectos. Sin embargo, en lo que respecta a la actividad antitrombatica, no se
cuentan con estudios relacionados de alguna otra fuente que no sean los
productos de origen animal y vegetal. Para ambas actividades el uso de una
nueva fuente de proteina como lo es el chapulin (Sphenarium purpurascens Ch)
puede ser una excelente opcidn para la obtencion de péptidos bioactivos debido a
su alto contenido proteico. Tomando en cuenta su alto consumo presente en la
zona centro sur de nuestro pais y como lo es en la region de Oaxaca, por lo que
se le sugiere dar un uso positivo explotando esta materia prima. Es por eso que se
propone evaluar las actividades biolégicas de los hidrolizados proteicos de una
fuente no convencional como lo es el chapulin (Sphenarium purpurascens Ch) con
el fin de encontrar especificamente fracciones peptidicas con actividad

antitrombdtica y antihipertensiva.
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5. OBJETIVOS
5.1 Objetivo General

Evaluar la actividad bioldgica (antitrombética y antihipertensiva in vitro) de los

hidrolizados proteinicos obtenidos del Chapulin (Sphenarium Purpurascens Ch.)
5.2 Obijetivo Especificos

1. Obtener y caracterizar fisicoquimicamente la harina de chapulin (S.

purpurascens Ch.).

2. Evaluar las cinéticas de hidrdlisis extensiva de la harina de chapulin S.
purpurascens Ch. a diferentes tiempos de reaccidén mediante la aplicacién de

tratamientos enzimaticos.

3. Determinar el patrén electroforético de los hidrolizados proteicos obtenidos del

S. purpurascens Ch.

4. Evaluar la actividad inhibitoria “in vitro” de los hidrolizados proteinicos obtenidos
del S. purpurascens sobre la agregacion plaquetaria y la enzima convertidora de

angiotensina (ECA).
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Materiales

Los chapulines (Sphenarium purpurascens Ch.) se obtuvieron en el Mercado

Publico 20 de Noviembre de la Cd. de Oaxaca, Oax.

Todos los reactivos que se utilizaron en esta investigacién fueron de las marcas
registradas como Sigma, J. T. Baker (Phillisburg, NJ, USA). Las enzimas Pepsina®
y Alcalasa®, fueron adquiridas de los laboratorios Sigma (Sigma Chemical Co., St.
Louis, MO, USA).

6.2 Métodos
6.2.1 Obtencion de la harina de chapulin Sphenarium purpurascens Ch.

Los chapulines fueron sometidos a ahogamiento y secados al sol, posteriomente
fueron seleccionados unicamente los de tamafio mediano y limpiados
manualmente. Fueron secados en una Estufa Binder mod. ED 115, Germany a
una temperatura de entre 40 a 50 °C durante 6 h siendo agitados manualmente
cada hora para tener un secado homogéneo y obtener un contenido de humedad
menor a 12%, evitando pérdidas en sus propiedades nutrimentales. Una vez
secado los chapulines se les realizd6 una molienda en un molino de café Krups
acero inoxidable modelo GX410011V, hasta obtener una harina capaz de pasar a
través de una malla de No. 40 (0.420 mm). Una vez conseguida la harina se
almacend en botes de plastico a una temperatura de 4 °C para su posterior
utilizacion.

6.2.2 Determinacion de la composicion proximal de la harina del

Sphenarium purpurascens Ch.

Se realizd un analisis quimico proximal a la harina del chapulin, por triplicado
segun los métodos de la AOAC (2012): humedad (925.09), cenizas (923.03),
proteinas (960.59), grasas (920.39), fibra cruda (962.09) y el contenido de los

carbohidratos totales por diferencia.

a) Humedad (Método 925.09):
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Se determiné por la pérdida de peso después de secar la muestra en una estufa a
105 °C por 4 h. Se colocaron 3 g de muestra en una charola de aluminio.
Posteriormente se pesaron las muestras, y se colocaron en una estufa a una
temperatura de 105 °C por 4 h hasta obtener un peso constante. La pérdida de

humedad fue determinada después de secar la muestra a través de la siguiente

ecuacion:
Ecuacion 1:
wH = L PF 100
= £
T PI—PC
Doénde:

%H = Porcentaje de humedad.
Pl = Peso de charola con muestra fresca (g).
PF = Peso de charola con muestra seca (g).

PC = Peso de charola sin muestra (g).

b) Proteina cruda (Método 954.01):

Se determindé por el método Kjeldahl, empleando digestién acida y destilacién
alcalina, usando 6.25 como factor de conversién de nitrogeno a proteina. Se
pesaron 0.04 g de la muestra en un tubo microKjeldahl, adicionando 2 g de
catalizador y 3 mL de acido sulfurico, se puso a digerir la muestra en el equipo de
digestion de microKjeldahl hasta que clarificara manteniendo la temperatura
durante un tiempo de 1.5 - 2 h y posteriormente se dejo enfriar. El residuo se
disolvio en 10 mL de agua destilada. En un matraz Erlenmeyer se colocé 250 mL
de solucion de acido bérico al 5% con dos gotas de indicador de Wesslow, el cual
se colocd en la terminal del condensador, cuidando que quedara dentro de la
solucion. El tubo con muestra fue colocado en el destilador y se le adicioné la
solucion de hidroxido de sodio al 60% con tiosulfato de sodio al 5%.

Posteriormente se inici6 la destilacion por arrastre de vapor recolectando
aproximadamente de 75 a 100 mL del destilado. Esta solucion se titulé con acido
clorhidrico al 0.01 N hasta que cambié el color del indicador de verde a violeta.

Posteriormente se determind el contenido de proteina con base a la ecuacion 2.
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Ecuacion 2:

o = <(V2 —V1)(egN)(V)

M X 100) (F)

Donde:

%N = Porcentaje de nitrégeno total

V1 = Volumen de HCI gastado en titular el blanco (mL)
V2 =Volumen de HCI gastado en titular la muestra (mL)
egN = 14.007

N = normalidad de HCI (0.01)

M = Peso de la muestra (mg)

F = Factor de conversion a proteina (6.25)

c¢) Grasa cruda (Método 920.39):
Se determind por el Método 920.39 con algunas modificaciones. La grasa cruda
fue cuantificada después de la extraccion de la muestra durante 1 h con hexano
en un sistema Soxhlet. En un matraz a peso constante se pesaron 4 g de muestra
deshidratada en un papel filtro de poro mediano, el cual fue doblado
perfectamente para formar un cartucho de tal forma que la muestra quedara
segura y fue colocado en el aparato de extraccion Soxhlet, utilizando un matraz de
fondo plano previamente pesado a peso constante. El hexano se extrajo a reflujo
durante 1 h (en algunos casos se requiri6 de mas tiempo), a una velocidad de
condensacion de 2 a 3 gotas por segundo; al término de la extraccion se realizo la
recuperacion del solvente dentro del mismo equipo, al cual se le retir el cartucho.
El matraz se llevé a peso constante a una temperatura de 90 °C y se dejo enfriar

en un desecador para después ser pesado.

NOTA: debe cuidarse que la muestra se encuentre seca para evitar la formacion
de un azedtropo éter-agua que disuelve compuestos polares principalmente
carbohidratos solubles que alteran la determinacién de extracto etéreo. El
contenido total de grasas se determiné de acuerdo a la ecuacién 3.
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Ecuacion 3:

B—-A . CA-CB
%EE = TXIOO O EE= —— X100

Donde:

%EE = Porcentaje de extracto etéreo

A = Matraz a peso constante (g)

B = Matraz con extracto etéreo (g)

CA =Cartucho con muestra antes de la extraccion (g)
CB =Cartucho con muestra después de la extraccion (g)

M = Peso de la muestra (g)

d) Fibra cruda (Método 962.09):
Se calculd después de su digestion acida y alcalina. El peso de la muestra fue de
2 a 3 g de la muestra desengrasada y seca. Posteriormente se colocé en un
matraz y se le adicionaron 200 mL de solucion de acido sulfurico 0.255 N en
ebullicion. En el condensador se coloco y se llevo a ebullicidon en un tiempo de 1
min, de ser necesario se le adiciond antiespumante (alcohol octil o silicona).
Posteriormente se dejo ebullir por 30 min, manteniendo constante el volumen con
agua destilada y moviendo periddicamente el matraz para remover las particulas
adheridas a las paredes. Se instalé el embudo Buchner con el papel filtro y se
precalentd con agua en ebullicion. Simultaneamente y al término del tiempo de
ebullicién, el matraz fue retirado para dejarlo reposar por 1 min y se filtro
cuidadosamente usando succion; la filtracion se realiz6 en menos de 10 min.
Posteriormente se lavo el papel filtro con agua hirviendo. El residuo se transfirio al
matraz con ayuda de una pizeta conteniendo 200 mL de solucion de NaOH y se
dejé en ebullicion por 30 min manteniendo un volumen constante con agua
destilada y moviendo periddicamente el matraz para remover las particulas
adheridas a las paredes. Se debera precalentar el crisol de filtracion con agua
hirviendo y se filtrara cuidadosamente después de dejar reposar la muestra por 1

min. El residuo con agua hirviendo, se lavd con la solucion de HCI y nuevamente
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con agua hirviendo, para terminar con tres lavados con agua en punto de
ebullicién. Posteriormente se colocara el crisol en el horno a 105 °C por 12 h y se
dejara enfriar en el desecador. Al término del enfriamiento los crisoles con el
residuo deberan ser pesados de manera rapida. La expresion de resultados se

determinara bajos las condiciones de la ecuacion 4.

Ecuacion 4:

A—B
Contenido de fibra cruda (%) = 100 (T)

Donde:

A = Peso del crisol con el residuo seco (g)
B = Peso del crisol con la ceniza (g)

C = Peso de la muestra (g)

e) Cenizas (Método 923.03):
Se calculara con el peso remanente después de calcinar la muestra en una mufla
a 550 °C durante 4 h. En un crisol a peso constante se pesaran 2 g de muestra,
las cuales seran calcinadas con la ayuda de una placa de calentamiento, hasta
que ya no se desprendan humos, evitando que se proyecten fuera del crisol. El
crisol sera introducido en una mufla y se incineraran a una temperatura de 550 °C
durante 4 h, una vez transcurrido este tiempo se apagara la mufla y se dejara
enfriar a temperatura ambiente. Posteriormente se sacaran los crisoles y se
colocaran en un desecador. De manera cuidadosa se debera pesar nuevamente el

crisol. El total de cenizas sera calculado con la siguiente ecuacion:

Ecuacion 5:

B-A
%C = * 100

Doénde:

%C = Porcentaje de cenizas

A = Peso del crisol vacio (g)
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B = Peso del crisol con cenizas (Q)

M = Peso de la muestra (g)

f) Carbohidratos Totales (ELN): Los carbohidratos totales seran estimados

por diferencia al 100% como el extracto libre de nitrdgeno (ELN).

6.2.3 Determinacion de los parametros de color.
El color de la harina y del aislado proteinico se determiné mediante un colorimetro
UltraScan® Vis (HunterLab, Hunter Associates Laboratory Inc., 11491 Sunset Hills
Road, Reston, Virginia U.S.A). Se obtuvieron los valores L* (Luminosidad), a*
(grado de color desde —verde a +rojo) y b* (grado de color desde —azul a
+amarillo). El equipo instrumental fue calibrado con un estandar blanco. La

diferencia total de color AE fue calculado por la siguiente ecuacion:
Ecuacion 6:
AE= [(AL)? + (Aa)? + (Ab)?]"?

Donde AL es la diferencia entre el valor L* del estandar y la muestra, Aa es la
diferencia entre el valor de a* del estandar y la muestra, Ab es la diferencia entre

el valor b* del estandar y la muestra (Wani et al., 2013).

6.2.4 Hidrdlisis enzimatica de los concentrados proteinicos del
Sphenarium purpurascens Ch.

Para la hidrdlisis del concentrado proteinico se utilizé el método empleado por
Vercruysse et al. (2005) con algunas modificaciones. Para el cual se empled un
disefio de bloques aleatorios, donde los bloques fueron las enzimas comerciales
Pepsina y Alcalasa®, con el tiempo de reaccién como factor a evaluar a 90 min vy
como variable de respuesta el grado de hidrdlisis. Cada enzima se evalu6
individualmente. Por consiguiente, se hizo el proceso de digestion bajo las

37
MATERIALES Y METODOS



Instituto Tecnolégico de Tuxtepec - Maestria en Ciencias en Alimentos

siguientes condiciones: el pH de la pepsina se ajusté a 2 con HCI 4 M y se incubd
por 90 min a una temperatura de 37 °C con una relacion enzima/sustrato (1/250
p/v). Por otra parte, el pH de la Alcalasa® se ajusté a 8 con NaOH (4 M) y se
incubd durante 90 min a una temperatura de 55 °C. La hidrdlisis se realizé en un
vaso de precipitado de 1000 mL, equipado con un agitador magnético, termometro
y un electrodo para medir el pH. La hidrolisis se detuvo por calentamiento a 85 °C
por 15 min. Todas las muestras se centrifugaron en una centrifuga (Hettich Rotina
380R) a 10,000 x g durante 10 min a 4 °C, y el sobrenadante se filtré y se liofilizd
en un liofilizador Labconco freeZone 4.5 para ser almacenado a -10 °C para su

posterior utilizacién.

6.2.5 Determinacioén del grado de hidroélisis
El porcentaje del grado de hidrdlisis (% GH) se determin6 por el método de acido

tricloacético reportado por Torruco (2009) con algunas modificaciones.

Se estimd midiendo la cantidad de nitrdgeno soluble en acido tricloroacético (TCA)
al 10% y su proporcién respecto a la cantidad de nitrdgeno total en la suspension

del hidrolizado proteico segun la formula.

Ecuacion 7:

WGH = Nitrogeno soluble en TCA al 10% X100
T Nitrégeno total

Para evaluar la cantidad de nitrogeno soluble en TCA se tomaron 10 mL del
hidrolizado y se mezclaron con 10 mL de TCA al 10%. Esta mezcla se centrifugo a
5000 rpm a una temperatura de 10°C por 15 min y el nitrégeno presente en el
sobrenadante se determind por el método Kjeldahl (AOAC, 2012). El nitrégeno
total se midié tomando 10 mL de una suspension de proteina preparada de forma
similar a la utilizada para desarrollar la hidrdlisis enzimatica, pero sin la presencia
de enzima y se le determiné el contenido por el método Kjeldahl (AOAC, 2012). En
las determinaciones se utilizd un destilador automatico Kjeldahl y el método
954.01 de la AOAC (2012).
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6.2.6 Determinar el patron electroforético de los hidrolizados con mayor
actividad inhibidora de la ECA y agregacion plaquetaria.

Para la electroforesis se ocuparon geles de dodecil sulfato de sodio vy
policrialamida (SDS-PAGE) los cuales se prepararon segun el método de
Laemmli, (1970) con algunas modificaciones. Las muestras de los hidrolizados
proteinicos obtenidos en los diferentes tiempos de reaccidon se mezclaron en una
relacion 1:2 (v/v) con una dilucion buffer: SDS al 20%, glicerol al 2.5%, [-
mercaptoetanol al 1%, azul bromofenol al 0.02% y agua desionizada. El sistema
de geles consistié en SDS al 0.21%, acrilamida al 20% a pH 8.8 para el gel
separador y acrilamida al 5% (pH 6.8) para el gel concentrador. Las bandas de
proteinas se tifieron por inmersién de azul brillante de Coomassie (Bio-Rad, Cat:
161-0400) en una solucién que contenia metanol al 40%, acido acético al 7% y
agua desionizada. Se utiliz6 un marcador de proteina de amplio rango de peso
molecular como estandar (Bio-Rad, Cat: 161-0303). Las imagenes de los geles se
obtuvieron mediante el uso de un Sistema de Analisis de Imagenes (Gel Doc
1000, Bio-Rad, Richmond, California, USA) y analizadas con el paquete

computacional analista molecular (Bio-Rad).

6.2.7 Evaluacion “in vitro” de las actividades biologicas de los
hidrolizados proteinicos.

6.2.8 Inhibiciéon “in vitro” de la agregacion plaquetaria.

La agregacion plaquetaria se determiné segun los métodos reportados por

Marrufo-Estrada et al. (2013) y Yu et al. (2016), con algunas modificaciones.

La sangre se obtuvo de voluntarios que no presentaran cuadros de enfermedad
inflamatoria, tromboembolia o0 alguna hemorragia y que no hayan ingerido alcohol
o algun medicamento (aspirina u otro agente anti-inflamatorio) por al menos 2

semanas antes de la toma de muestra, permitiéndose unicamente el uso de
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paracetamol, ademas que debieran permanecer en ayuno durante 12 h previas a
la toma de muestra sanguinea. A la sangre colectada se le hizo un conteo normal
de plaquetas y tiempo de coagulacion y estos deberian estar dentro de los limites
normales (Brito et al., 2010; Rull et al., 2015).

La sangre colectada, se coloco inmediatamente después de la extraccion en tubos
Vacutainer (4.5 mL) con citrato de sodio al 3.2% (relacion anticoagulante/sangre
1:9 v/v) para evitar la coagulacion y mantenerse a una temperatura ambiente para
después ser usada en un lapso posterior a 3 h maximo. Posteriormente se
centrifugaron a una temperatura de 10°C a 3500 rpm durante 5 min para obtener
un plasma rico en plaquetas (PRP) como sobrenadante. La fase residual se
centrifugd de nuevo a 37 °C por 15 min y a 3400 rpm para obtener el plasma
pobre en plaquetas (PPP). EI PRP (900 uL) se incub6 a 37 °C durante 5 min, con
50 pyL de la solucién del hidrolizado en concentraciones 1.5, 2.5 y 5 mg/mL
disuelto en NaCl al 0.9%. La agregacion plaquetaria se indujo por adicion de 50 pL
de ADP (100 pM) disuelto en NaCl al 0.9% durante 5 min, a 37 °C y agitacion a
1000 rpm. Una vez pasado los 5 min, la agregacion plaquetaria se midio como la
disminucién en la transmitancia a 660 nm a través del PRP, mediante un
espectrofotometro Cary 60 UV-Vis. Llevando un control en la solucion de NaCl al
0.9% sin la muestra de prueba. El 100% de transmitancia se ajust6 con el PPP. La
agregacion plaquetaria se expresé como el cambio porcentual en la transmitancia
del PRP con respecto al PPP. La inhibicion de la agregacion plaquetaria se calcul6

mediante la siguiente ecuacion:

Ecuacion 8:

Inhibicion de la agregacion plaquetaria (%) = (A — B)/(A) x 100

Donde A representa el grado de agregacion plaquetaria (cambio en el porcentaje

de la transmitancia comparado con el PPP) en el PRP sin las muestras y B

representa el grado de agregacion el PRP con las muestras. La actividad
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inhibitoria se grafic6 contra la concentracion de la muestra usada para
posteriormente ocupar la ecuacion de la recta y calcular el ICso con la siguiente

ecuacion:

Ecuacion 9:
IC50 = (50 — b)/m

Donde b es la interseccion y m es la pendiente.

6.2.9 Actividad inhibitoria in vitro de la ECA.

La actividad inhibitoria de la ECA “n vitro” se determiné en los hidrolizados
obtenidos por las enzimas Pepsina y Alcalasa® en los diferentes tiempos de
reaccion. EI método empleado fue el reportado por Hayakari et al. (1978) con
algunas modificaciones. Los hidrolizados proteinicos que contienen los inhibidores
de la ECA con el HHL (hipuril-L histidil-L-leucina) producen acido hupurico e his-
leu. Esté método se basa en la reaccién calorimétrica del acido hipurico con 2, 4, 6
tricloro-s-trasina (TT). Cada mezcla de 0.5 mL se evalué con 40 umol de buffer de
fosfato de potasio a un pH de 8.3, 300 pymol de cloruro de sodio (pH 8.3), HHL al
3% en buffer de fosforo de potasio (pH 8.3) y 100 mU/mL de la ECA. La mezcla se
incubo a 37 °C por 45 min y la reaccion se detuvo por la adicion de 1.5 mL de TT
(3% pl/v) en dioxano y 3 mL de buffer de fosfato de potasio (0.2 M) a pH 8.3.
Posteriormente se centrifugd a 3500 rpm por 10 min a 25 °C. El sobrenadante se
midié por absorbancia a una longitud de onda (A) de 382 nm. La actividad
inhibitoria de la ECA se determind por el analisis de regresion del porcentaje (%)
de inhibicién de la ECA contra la concentracion de péptidos presentes en los
hidrolizados, definiéndola como el valor de ICsp el cual es la concentracion de
péptidos en 1 mg de proteina/mL requerido para producir el 50% de la inhibicién

de la ECA en condiciones descritas anteriormente.
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6.2.10 Analisis Estadistico

Todos los resultados obtenidos se analizaron mediante estadistica descriptiva,
utilizando medidas de tendencia central (media) y de dispersion (desviacidon
estandar), los datos obtenidos en hidrélisis enzimatica, actividad antihipertensiva y
antitrombética, fueron evaluados mediante un analisis de varianza de una via y en
todos los casos se realiz6 una comparacion de medias por el método de minima
diferencia significativa (LSD, por su acronimo en inglés Least Significant
Difference) para establecer las diferencias entre los tratamientos. Todos estos
resultados se analizaron mediante el paquete computacional Minitab® 17
(Montgomery, 2007).

42
MATERIALES Y METODOS



Instituto Tecnoldgico de Tuxtepec - Maestria en Ciencias en Alimentos

7. RESULTADOS Y DISCUSIONES

7.1 Anadlisis quimico proximal de la harina de chapulin (Sphenarium
purpurascens Ch.)

El analisis quimico proximal de la harina de chapulin (S. purpurascens Ch.) se
puede observar en la Tabla 4. El contenido de proteina de la harina de chapulin
fue de 77.92%, resultado que puede ser comparado con lo obtenido por Melo et al.
(2011) quiénes reportaron un contenido de proteina de 71.5% en Sphenarium
purpurascens Ch. recolectados en diferentes zonas del pais, apartir del mes de
mayo a enero. Por otro lado, Ramos et al. (2012) analizaron insectos encontrados
en los municipios de San Juan Teotihuacan y Otumba Estado de México con
valores que van desde 43.1 a 77.1% de proteina cruda en chapulines y mencionan
que este contenido depende de la zona geografica y al tipo de alimentacion de
estos insectos. Otros autores como, Paul et al. (2016) encontraron contenidos de
proteinas en el chapulin (S. purpurascens Ch.) entre un 52.5 a un 77%. Rumpold y
Schluter (2013) justifican que estos contenidos de proteinas es debido a la
alimentacion que llevan los chapulines, tal y como mencionan Castellanos vy
Vargas (2001), en un estudio realizado en la Reserva del Pedregal de San Angel,
al sur del Valle de la Cd. De México, sobre la evolucion conductual y evolutiva de
estos insectos ya que, presentan una conducta de forrajeo altamente selectiva
sobre la vegetacion, permitiéndose asi alimentarse con una seleccidon de al menos
43 distintas especies de plantas, motivo por el cual su contenido proteico puede

presentar una alta variabilidad.

En lo que respecta, al contenido de grasa cruda de la harina de chapulin
encontrado en este estudio fue de 11.68%, siendo similar los resultados
reportados por Ramos-Elorduy et al. (1997) en el Sphenarium purpurascens Ch.
con un 11%, mientras que Rumpold y Schliter (2013), indicaron cifras que van
desde el 7 al 11% para la misma especie de chapulin, ademas existen datos que
demuestran que los insectos presentan una amplia composicion de acidos grasos,
ya que Van (2013) identific6 que el chapulin puede contener acidos grasos

poliinsaturados, linoleico y linolénicos.
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Tabla 4. Composicion quimico proximal de la harina de chapulin (Sphenarium
purpurascens Ch.)

Componentes (g/100 g) Valores
Humedad 5.32 £ 0.07
Ceniza 1.64 £ 0.04
Grasa 11.68 £ 0.04
Fibra 6.40 £ 0.02
Proteina’ 77.92 £0.04
ELN 2.36 £ 0.03

Valores promedio de tres repeticiones + desviacion estandar y expresados en base seca con
excepcion de la humedad. 'El factor de conversion utilizado fue de 6.25. ELN = extracto libre de
nitrégeno.

Cabe mencionar que el contenido de grasa cruda de los insectos es relativamente
alta, si se compara con la carne fresca (a excepcién de la carne de cerdo), pero si
se hace una comparacion del chapulin con otros insectos, este es baja, como lo
indica Ramos et al. (2012), con el gusano rojo de maguey y el escamol, que
presentan valores de 24.57 y 20.59% respectivamente, mientras que Pino y
Ramos (2006) reportaron cifras bastante altas para el gusano de maguey (C.
redtenbacheri), con un 60.01%, los cuales fueron recolectados en Otumba, Estado
de México y 58.95% para los obtenidos en el Estado de Hidalgo; sin embargo, es
importante destacar que los insectos que se encuentran en estado larval o en
huevecillos son los que presentan mayor cantidad de este componente, que a su
vez, presentan una desventaja debido a su alto contenido en acidos grasos. Cabe
mencionar que los insectos deben de ser congelarse para su almacenamiento,

evitando la peroxidacion de acidos grasos poliinsaturado (Melo et al., 2011).

El contenido de fibra cruda de la harina de chapulin encontrado en esta
investigacion fue de 6.40%, siendo este resultado similar al encontrado por Cuj
(2016), en el Sphenarium purpurascens Ch. quién informé un contenido de 6.22%.
Sin embargo, Pacheco (2010), menciona en su estudio que el bajo contenido de
fibra cruda en estos insectos, favorece la digestibilidad de la proteina encontrada
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en el chapulin, y que esta no influye sobre los parametros de proteina. Ndiritu et
al. (2017) reportd un 7.8% en el concentrado de grillo (Acheta domesticus), el cual
concluye que el tipo de fibra que presentan estos insectos es principalmente
quitina. El contenido de humedad, fue de 5.32%, el cual se cree que se deba a las
condiciones del método y equipo de secado utilizado, sin embargo, se puede
decir, que el valor fue menor a lo permitido para harinas, de acuerdo a la NOM-
247-SSA1-2008, en donde refiere que los valores maximos para harinas son de un
15%, obteniéndose asi, un producto con niveles adecuados de humedad para su

posible utilizacion en la industria alimentaria.

Por otra parte, el contenido del Extracto Libre de Nitrégeno (ELN) de la harina del
S. purpurascens Ch. en este estudio fue de 2.36%; ciertamente este componente
representan una parte minoritaria del total de este insecto, por lo cual no es
elemento importante para este tipo de alimento; sin embargo esta cifra es
justificada por el tipo de alimentos consumidos por el chapulin ya que Vasquez et
al. (2016), indicaron que estos insectos ademas de alimentarse de forraje
exclusivo de diversas plantas, también lo pueden hacer de diferentes granos,
aunque en menor cantidad; tales como: trigo, maiz, amaranto, hasta de frutas. En
lo que al contenido de cenizas respecta, segun, Rumpold y Schluter (2013), los
porcentajes van de 0.34% a 6.28% para la especie a la que pertenece este
insecto, pero en esta investigacion se obtuvo 1.64%, a lo que se le atribuye
nuevamente el tipo de alimentacion que ha llevado el chapulin. Ademas, es
importante decir, que este porcentaje a pesar de ser bajo si cubre con la ingesta
recomendada para minerales en humanos, complementando asi una la

alimentacion equilibrada.

El analisis quimico proximal mencionado anteriormente reportado, justifica sus
resultados en la variabilidad de la alimentacion de este insecto, origenes, factor en
la que puede intervenir el tipo de clima, la temperatura vegetaciéon, suelo, luz,
sexo, estado de evolucion del Sphenarium purpurascens Ch. y temporada en la
que fueron capturados; asi como en los métodos de medicion utilizados para los

diferentes analisis quimicos. Los insectos son una comida tradicional optada ya
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por todo el mundo, y nutricionalmente hablando son buena fuente de proteinas y
lipidos, asi como de energia, por lo que representa ser un alimento potencial,
siendo asi que Ramos (1987), analizé la digestibilidad proteica de algunos
insectos comestibles en México, encontrando porcentajes elevados para el
chapulin. Ello esta en relacién con la baja cantidad de fibra cruda y la elevada
cantidad de proteinas que estos insectos albergan, las cuales a su vez alojan una
proporcion adecuada de sus aminoacidos tal y como indica Melo (2012) y Ramos-
Elorduy et al. (1997).

7.2 Analisis de color de la harina de chapulin (S. purpurascens Ch.)

Los parametros de color de la harina de chapulin se presentan en la Tabla 5. Los
resultados del parametro de luminosidad L* (que va de oscuro a claro) fue de
48.21, dato similar a lo reportado por Kim et al. (2016) en la harina de la larva de
harina (Tenebrio molitor) con una luminosidad de 45.66 y menos oscura que en la
harina de gusano de seda (Bombyx mori) con 42.95. Cuj (2017) reportd una harina
de chapulin (S. purpurascens Ch.) ligeramente mas oscura que la reportada en
este trabajo con un valor de 50.02. El valor de a* (tonalidad de rojo [+a*] a verde [-
a*]) fue de 7.49, una tonalidad no tan roja como los datos de Cuj (2017) con 9.42
pero similar a lo reportada nuevamente por Kim et al. (2016) con 7.06 para la
harina de la larva de harina y para la harina de gusano de seda obtuvo 6.62. En lo
que al parametro b* respecta (tonalidad amarilla [+b*] a azul [-b*]) la harina tuvo

tendencia hacia el amarillo con 10.49 contra 11.23 de Cuj (2017).

Tabla 5. Color de la harina de chapulin (S. purpurascens Ch.)

Parametros
Muestra L* a* b* c* °h AE*
Harina
chapulin

4821+ 051 7.49+0.19 1049+0.37 12.89+0.40 54.46+0.53 53.34+0.42
Valores promedio de tres repeticiones * desviacion estandar. AE = Diferencia total de color.
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En el parametro C* (saturacion), en donde los colores tienden a ser en el centro
apagados o sucios (grises), y segun se orientan a la periferia, van cambiando a
ser mas vivos o limpios, la harina de chapulin evaluado fue no tan saturado con un
valor de 12.89 vs 14.65 cifra comparada con los datos de Cuj (2017). Por otro
lado, la harina mostré valores de °h = 54.46 siendo este un rojo intenso,
mostrando muy poca diferencia con otros resultados que muestran valores de
50.00 en el Sphenarium purpurascens Ch., reportado en la investigacién de Cuj
(2017) y por ultimo se observa un AE* = 53.34 contra 51.54 encontrado por Cuj
(2017). Estas diferencias pueden deberse al método empleado para la obtencion
de la harina de chapulin, en especial el método de secado, ya que las
temperaturas y el tiempo de secado pueden provocar una disminucion en la
pigmentacién de la harina de chapulin y por lo tanto variar los valores (Cuj, 2017).
Segun Wittkopp y Beldade (2009), las melaninas son el principal pigmento
encontrados en los insectos, al cual se le atribuye su coloracion negra, marron y
amarillo; pigmento derivado del aminoacido tirosina (Tyr) el cual predomina
mayormente en la composicion del S. purpurascens Ch., Rumpold y Schliter
(2013), sin embargo, mencionan que esta melanina puede ser modificada segun el
tipo de tratamiento al cual fue sometida la harina del chapulin previo al analisis de

color.

Otro motivo al cual se deba un cambio de color en la harina de chapulin es que
exista algun tipo de carotenoide, que provoque un cambio en el color rojizo de este
insecto, a causa del tipo de alimentacién que haya llevado (forraje, plantas verdes
o algunos granos) Fenemma (2010). Es sabido que los carotenoides pueden
disminuir su presencia y por lo tanto su intensidad, debido a los procesos de
oxidacion provocada por tratamientos térmicos. Es por ello que se cree que al ser
sometida la harina de chapulin a secado, su color cambidé. El chapulin es rico en
acidos grasos poliinsaturados y esta enzima puede producir peroxidos que a su
vez reaccionan facilmente con los carotenoides y por lo tanto existe una pérdida

de color en este.

RESULTADOS Y DISCUSIONES



Instituto Tecnoldgico de Tuxtepec - Maestria en Ciencias en Alimentos

7.3 Hidrolisis enzimatica de la harina de Chapulin (S. purpurascens
Ch.) rica en proteinas

Las cinéticas de hidrdlisis de la harina de chapulin rica en proteinas hidrolizadas
con las enzimas Alcalasa® y Pepsina se muestran en la Figura 4 y 5,
respectivamente. Los hidrolizados obtenidos con Alcalasa® tuvieron mayor grado
de hidrdlisis (GH) ya que a los 90 min de reaccién se alcanz6 un GH = 26.5%, y el

menor GH fue de 1.85% a los 5 min de reaccion.
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Figura 4. Hidrdlisis enzimatica de la harina de chapulin (S. purpurascens Ch.) rica

en proteinas con la enzima Alcalasa®. Valores promedio de tres repeticiones + desviacion
estandar. &fLetras diferentes indican diferencia estadistica significativa (p < 0.05).

Por otro lado, los hidrolizados obtenidos con la enzima Pepsina® (Figura 5)
tuvieron GH menores que los obtenidos con la enzima Alcalasa®, ya que el
intervalo encontrado fue de 0.8 a 21.2% conforme el tiempo de reaccion fue
incrementando de 5 a 90 min., cabe mencionar que el GH fue acrecentando segun

el tiempo de reaccién de manera consecutiva para ambas enzimas.
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Figura 5. Hidrdlisis enzimatica de la harina de chapulin (S. purpurascens Ch.) rica

en proteinas con la enzima Pepsina®. Valores promedio de tres repeticiones + desviacion
estandar. &fLetras diferentes indican diferencia estadistica significativa (p < 0.05).

Los hidrolizados obtenidos con la enzima Alcalasa® pueden ser comparados con
lo reportado por Hall et al. (2017), quienes encontraron un GH de 26.1% a los 30
min de reaccion en el hidrolizado de grillo rayado (Gryllodes sigillatus) utilizando la
misma relacion de E/S que el usado en este estudio. Por otro lado, Chen et al.
(2008) reportaron que al hidrolizar huesos de piernas de pollo durante 120 min con
Alcalasa® los GH obtenidos fueron de 59.35% mientras que con Pepsina fue de
28.7%, considerando éste ultimo fue similar al encontrado en esta investigaciéon
con los hidrolizados con pepsina, ya que se tuvo un GH de 21.2% a menor tiempo
de reaccion (90 min). Sin embargo, Chen et al. (2008) mencionan que los valores
altos de GH pueden estar influenciados por la composicion aminoacidica de la
materia prima hidrolizada. Por ejemplo, Dai et al. (2010) hidrolizaron la proteina de
mejillon con la enzima Alcalasa® durante 4 h y obtuvieron un GH de 85.77%. Los
resultados obtenidos en este estudio fueron menores a los encontrados por
Chalamaiah et al. (2014) en huevos de pescado donde reportan un GH de 43%
para Alcalasa® a 180 min de reaccién y un 31% GH con Pepsina, después de 180

min. Por otro lado, Chalamaiah et al. (2015), realizaron un estudio con los huevos
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de carpa (Cyprinus carpio), encontrando una mejor respuesta por parte de la
enzima Pepsina que la Alcalasa® ya que, a los 15 min reportaron GH de 7%
siendo éste valor comparable con el 6.75% obtenido en este estudio con la enzima
Alcalasa. Estos mismos autores reportaron GH de 16.8 y 23.1% con la enzima
Pepsina a 60 y 90 min de reaccion, los cuales fueron similares a los encontrados
en la harina del S. purpurascens Ch. con un 16.5y 21.2% a los mismos tiempos
de reaccion y con la misma enzima. Esta similitud podria deberse a que los
huevos de carpa presentan una composicion aminoacidica parecida a la del

chapulin (Sphenarium purpurascens Ch.).

Otros autores como Bernardi et al. (2016) reportaron GH similares al de este
trabajo, utilizando la enzima Alcalasa® y como materiales cabezas y escamas de
Tilapia del Nilo encontrando valores de 19.5% a los 40 min y 26.13% a los 200
min, comparado con la harina del chapulin con un GH de 18.65% a los 60 min y
26.5% a menor tiempo de reaccion (90 min); cabe mencionar que esta variacion
pudo deberse al procesamiento utilizado para la recuperacion y concentracion de
proteinas de Tilapia, con el de harina de Chapulin, ademas de una posible

diferencia en la secuencia de aminoacidos presente en ambas materias primas.

Cabe mencionar que la Alcalasa® es una enzima proteolitica producida por
fermentacién sumergida de una cepa seleccionada de Bacillus lincheniformis y el
principal componente es Subtilisima A (Subtilisima Carlsberg) (Figueroa et al.,
2016). Ademas de ser una endopeptidasa que rompe enlaces dentro de la cadena
polipeptidica, produciendo principalmente péptidos pequefios y medianos (Liu et
al., 2010), presenta amplia especificidad para hidrolizar enlaces peptidicos a partir
del extremo C-terminal, liberando péptidos que contengan residuos de
aminoacidos hidrofébicos como: Phe (F), Tyr (Y), Trp (W), Leu (L), lle (1), Val (V) y
Met (M) (Markland y Smith, 1971), aminoacidos que se encuentran principalmente
en el S. purpurascens Ch., ademas que presenta una alta efectividad para
hidrolizar material con quitina (Hall et al., 2017), un componente principal hallado
en chapulin evaluado en esta investigacion; aunado a esto el uso de la Alcalasa®

es apropiado para la produccion de péptidos que inhiben la actividad de la ECA-I,
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tal como lo menciona Torruco (2009), y esa misma actividad se espera encontrar

en los hidrolizados proteicos obtenidos en este estudio.

Por otro lado, la Pepsina es la principal enzima gastrica que degrada las proteinas
en el estbmago durante la digestidn, tiene actividad endopeptidasa, hidroliza
aminoacidos hidrofébicos, preferentemente aromaticos, hidrolizando por el
extremo C-terminal de los residuos Phe (F), Tyr (Y), Trp (W) y Leu (L), y en menor
grado Glu (E), por lo que su accion rompe las cadenas de polipéptidos en
secciones mas cortas, es decir, que mediante su accion se producen aminoacidos

libres, pero la mayoria de los productos son oligopéptidos (Cadeza, 2016).

Si bien la hidrdlisis controlada usando una enzima comercial es fundamental para
la funcionalidad y obtencion de un péptido, las caracteristicas importantes, como
GH, pueden verse afectadas por la eleccion de la enzima y la concentracion de la
misma, la temperatura, el pH y el tiempo de hidrédlisis (Chalamaiah et al., 2014).
Ademas, que no hay que descartar que el comportamiento de las hidrélisis dadas
en esta investigacion, son consistentes con los principios basicos de la cinética
enzimatica. La rapida hidrdlisis en la fase inicial indicd que existié una gran
cantidad de enlaces peptidicos, después de la fase inicial rapida, las curvas
llegaron a un estado estacionario, fase debida a la falta de moléculas de sustrato
para que las enzimas reaccionen (Hall et al., 2017). La forma de la curva de las
cinéticas de hidrdlisis en este trabajo fue de forma ascendente, una mas que la
otra, que puede ser atribuible a la diferencia en la preferencia de sitios de escision
por las enzimas utilizadas (Chalamaiah et al., 2015). Si bien, el mayor GH de los
hidrolizados fue con Alcalasa®, no hay que descartar el buen funcionamiento por
parte de la Pepsina ya que esto es atribuible a las divisiones aleatorias de

aminoacidos hidrofébicos presente en el S. purpurascens Ch.

7.4 Electroforesis (SDS-PAGE)

El patron electroforético SDS-PAGE de los hidrolizados de harina de chapulin se

muestran en la Figura 14 y 15 respectivamente. En el carril 1 se encuentra el
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marcador estandar de proteinas utilizado, en el cual se notan bandas de proteinas
que van desde los 10 a 250 kDa para ambos geles de los hidrolizados obtenidos

con Alcalasa® y con Pepsina a diferentes tiempos de reaccion.

Para el hidrolizado con la enzima Alcalasa® se expresan bandas con mayor peso
molecular en un intervalo de entre 100 a 150 kDa para todos los tiempos; sin
embargo, las bandas proteicas de los hidrolizados a 5 y 15 min fueron muy
similares con un peso aproximado de 125 kDa, mientras que las bandas proteicas
entre 150 y 250 kDa fueron menos tenues. También se pueden apreciar bandas
mas decoloradas entre los 10 y 20 kDa tal y como lo menciona Gu et al. (2011)
cuanto menor sea el peso molecular mayor sera la posibilidad de atravesar la
barrera intestinal y por lo tanto ejercer su funcion, mientras que los hidrolizados
obtenidos a 30, 60 y 90 min se obtuvieron bandas bien coloridas con peso
molecular de 120 kDa. También se presenta una decoloracion de bandas
proteicas entre los 80 a 35 kDa, por lo que se puede decir que los hidrolizados
obtenidos con esta enzima generd una hidrdlisis extensiva >10% lo que sugiere la
formacion de péptidos de bajo peso molecular. Este resultado es similar al
encontrado por Choi et al. (2016) donde pesos moleculares encontrados en la
proteina del mosquito trompetero o comun, hidrolizando con Alcalasa® fueron de
35 a 54 kDa y Chen et al. (2008) muestran de 66 a 6.5 kDa de peso molecular en
los hidrolizados de proteina del hueso de pierna de pollo, igualmente con el uso de

la enzima Alcalasa®.
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Figura 6. Patréon electroforético (SDS-PAGE) de hidrolizados de chapulin (S.
purpurascens Ch.) obtenidos a diferentes tiempos de reaccion con la enzima

Alcalasa®.
Doénde: kDa = KiloDaltones. M: Marcador estandar de proteinas.

El patron electroforético SDS-PAGE del hidrolizado con Pepsina® muestra bandas
de mayor peso molecular entre 100 y 140 kDa para los hidrolizados a 5 y 15 min.
En los tiempos de 30 y 90 min son bandas muy similares, con bandas visibles que
van de los 110 a 130 kDa, pero mas tenues de 140 a 250 kDa. También existe
semejanza entre las bandas de los hidrolizados de 45 y 60 min, con bandas mas
coloridas entre los 50 a 85 kDa, 25 a 35 kDa y entre 22 a 24 kDa, resultado similar
al de Chen et al. (2008) en sus hidrolizados de hueso de pierna de pollo con
Pepsina® ya que sus bandas van de 66 a 6.5 kDa. Por otro lado, las bandas de
menor color se dan de los 17 a <10 kDa para todos los tiempos de hidrdélisis.
Siendo asi que la Pepsina muestra bandas mas visibles que el de la enzima
Alcalasa®; esto significa que los hidrolizados con Pepsina® presentan mayor peso

molecular.
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La actividad Inhibidora de la ECA presentdé mejor respuesta al hidrolizar con la
enzima Alcalasa® mostrando un ICsp = 0.01 mg/mL y mejor Inhibicion de la
agregacion plaquetaria con un /Csp = 6.61 mg/mL y esto es debido a que el
hidrolizado presentd menos bandas con menor peso molecular que el del
hidrolizado con Pepsina® y eso permite su mayor absorcion en la pared intestinal,
tal y como se habia mencionado anteriormente (Gu et al. 2011). Sin embargo,
ambos presentan el mismo intervalo de peso molecular y es por ello que el uso de
ambas enzimas es recomendable para encontrar Inhibicion de la agregacion

plaquetaria y de la ECA en los hidrolizados proteicos de harina de chapulin.
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Figura 7. Patron electroforético (SDS-PAGE) de hidrolizados de chapulin (S.
purpurascens Ch.) obtenidos a diferentes tiempos de reaccion con la enzima
Pepsina®.

Doénde: kDa = KiloDaltones. M. Marcador estandar de proteina
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7.5 Actividad antitrombética

En los siguientes apartados se analiz6 la actividad antitromboética de los
hidrolizados proteicos de la harina de chapulin (S. purpurascens Ch.) por medio de
la determinaciéon del porcentaje (%) de inhibicion de la agregacién plaquetaria, la
cual se muestra en la seccion 7.4.1, mientras que en la seccion 7.4.2 se muestran
los resultados de los valores de ICso (Concentracion de inhibicion media) los
cuales fueron calculados para cada tiempo de hidrdlisis y obteniendo asi los

mejores tratamientos.

7.5.1 Inhibicion de la agregacion plaquetaria de los hidrolizados
proteicos obtenidos del chapulin (S. purpurascens Ch.)

Se obtuvieron diferentes porcentajes de Inhibicién de la agregacion plaquetaria a
diferentes concentraciones 1.5, 2.5 y 5 mg/mL de los hidrolizados obtenidos con la
enzima Alcalasa®. Los valores encontrados, no siguieron un patron de actividad
entre ellos, ya que los hidrolizados obtenidos a 45, 60 y 90 min tuvieron una
disminucion del % de Inhibicién (Figura 8), mientras que el hidrolizado obtenido a
los 5 min de reaccion a una concentracion de 2.5 mg/mL fue el que tuvo un mayor
porcentaje inhibicion plaquetaria con 23.59%. Seguido por el mismo hidrolizado de
5 min, pero a una concentracion de 1.5 mg/mL con un valor de 20.74%. Cabe
mencionar que la concentracion de 5 mg/mL utilizada en todos los hidrolizados fue
la que presentd el menor porcentaje de Inhibicion ya que mostré un intervalo de
inhibicion de 4.02 a 16.87%.
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Figura 8. Inhibicion de la agregacion plaquetaria “in vitro” de los hidrolizados
proteinicos de chapulin (S. purpurascens Ch.) con Alcalasa® obtenidos a

diferentes tiempos (min) de reaccion a concentraciones de 1.5, 2.5 y 5 mg/mL. Los

valores son promedio de tres repeticiones * desviacion estandar. 2f Letras diferentes indican

diferencia estadistica significativa (p < 0.05).

Los mejores resultados de este analisis se pueden comparar con los mostrados por
Ren et al. (2014) que al hidrolizar la proteina de escorpion obtuvieron un 23.65% de
Inhibicidén plaquetaria a una concentracion de 2.5 mg/mL. Por otro lado, Nasri et al.
(2012), obtuvieron un resultado similar de 24.90% al hidrolizar el musculo de pez
Gobi, pero a una concentracion de 5 mg/mL. Ambos autores mencionan que los
resultados mostrados se deben a una relacidn entre la selectividad de la enzima y el
GH con la actividad antitrombotica. Primeramente, en que cada enzima presenta
especificidad, como se viene mencionando con anterioridad y esta a su vez puede
actuar en diferentes sitios de la proteina, dando con ellos péptidos que favorezcan
la actividad buscada. Por otro lado, el GH puede conducir a un aumento o
disminucién del contenido de los péptidos bioactivos en el hidrolizado, lo cual puede
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beneficiar a la actividad que se esta evaluando. En este caso la concentracion del
hidrolizado con la enzima Alcalasa®, si responde a un buen resultado en el
porcentaje de la Inhibicion plaquetaria, sin embargo, al ir aumentando la
concentracion y el tiempo de la hidrdlisis, es probable que existiera una disminucién
en la velocidad de reaccién, debido a la inhibicién de la enzima formada por los
productos del hidrolizado de chapulin con un alto grado de hidrolisis y estos
productos a su vez actuan como efectivos sustratos competidores de las proteinas
del hidrolizado no digerido o parcialmente digerido. Ademas, que estos autores,
sugieren el uso de varias enzimas para evaluar la Inhibicidn plaquetaria y poder asi
encontrar, la que presente mejor efectividad para la actividad antitrombotica (Nasri
etal.,, 2012; Ren et al., 2014).

En cuanto a los resultados obtenidos con los hidrolizados proteicos con Pepsina® a
tres diferentes concentraciones (1.5, 2.5 y 5 mg/mL) y diferentes tiempos de
hidrolisis (5,15, 30, 45, 60 y 90 min) fueron mayores comparados con los obtenidos
con la enzima Alcalasa®, tal y como se muestra en la Figura 9. En ambos
hidrolizados evaluados coincidieron en que el mejor porcentaje de la actividad se
dio a una concentracion de 2.5 mg/mL, con un 26.35% en el hidrolizado a 15 min,
resultado que se asemeja con el estudio realizado por Gen et al. (2007) en
proteinas de huevo blanco, con un 23% de Inhibicién usando una concentracion de
85 mg/mL. Por otro lado, el valor mas bajo fue en el hidrolizado a los 90 min con un
% de Inhibicion de 3.10% a una concentracion de 1.5 mg/mL, sin embargo, al
aumentar la concentracion a 2.5 y 5 mg/mL, la actividad llegé a subir de un 6.07 a
23.94% de Inhibicién, resultado similar reportado por Choi et al. (2016) quienes al
evaluar la proteina del mosquito trompetero o comun mostraron un 6.4% de

inhibicién de la agregacion plaquetaria a una concentracion de 3.3 mg/mL.
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Figura 9. Inhibicion de la agregacion plaquetaria “in vitro” de los hidrolizados
proteinicos de chapulin (S. purpurascens Ch.) con Pepsina® obtenidos a diferentes
tiempos (min) de reacciéon a concentraciones de 1.5, 2.5 y 5 mg/mL. Valores

promedio de tres repeticiones * desviacion estandar. &f Letras diferentes indican diferencia
estadistica significativa (p < 0.05).

Los resultados mencionados anteriormente pueden deberse a la efectividad de la
enzima Pepsina® para hidrolizar la harina de chapulin, ya que ésta presenta
actividad como endopeptidasa y probablemente esta formando cadenas peptidicas
de diferentes tamanfos, con actividad antitrombdtica, la cual pudieron haberse
generado en la hidrdlisis enzimatica de estas proteinas y probablemente los
péptidos generados contengan residuos de aminoacidos de RGD (Arg-Gly-Asp) en
su secuencia, ya que estos aminoacidos han demostrado que la Arg participa en la
union entre el fibrindgeno y la glicoproteina GPIIb/llla ubicada en la membrana de
las plaquetas (Cadeza, 2016). Siendo curiosamente que los péptidos con el
aminoacido Arginina (Arg) en la posicion C-terminal, son considerados potenciales
inhibidores de la agregacion plaquetaria y otros factores involucrados en el

proceso de coagulacion (Choi et al., 2016).
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7.5.2 Actividad inhibitoria de la agregacion plaquetaria in vitro

La mejor actividad antitromboética en ambos sistemas enzimaticos Alcalasa® vy
Pepsina® fue determinada con el valor de /Csp (concentracion que inhibe el 50% de
la agregacion plaquetaria) de cada una de las muestras a diferentes tiempos de
hidrdlisis. En la Figura 10 se muestran los valores de ICso para la actividad
antitrombotica de los hidrolizados con la enzima Alcalasa®. Donde el hidrolizado a
5 min tuvo la mayor actividad con un valor de /Csp= 6.61 mg/mL, mientras que el
hidrolizado a 90 min fue el que tuvo menor actividad antitrombética al obtener un
ICs0 = 62.5 mg/mL, sin embargo, este resultado se puede comparar con el
reportado por Ren et al. (2014), con un ICsp= 68.7 mg/mL en hidrolizados de

escorpion empleando la enzima Alcalasa durante 130 min.
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Figura 10. Actividad antitrombética “in vitro” de los hidrolizado proteinico de
chapulin (S. purpurascens Ch.) obtenido con Alcalasa® diferentes tiempos (min) de
reaccion. =f Letras diferentes indican diferencia estadistica significativa (p < 0.05).
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Mientras que los resultados obtenidos en los hidrolizados con la enzima Pepsina®,
(Figura 11). Los mejores hidrolizados que no mostraron diferencia estadistica
significativa (p < 0.05) fueron los obtenidos a 15 y 90 min, ya que presentaron un
ICs0 = 7.66 y 9.3 mg/mL respectivamente. Sin embargo, el hidrolizado a 60 min fue

el que tuvo menor actividad antitrombaética con un valor de ICsp = 773.33 mg/mL.
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Figura 11. Actividad antitrombdtica “in vitro” de los hidrolizados proteinicos de
chapulin (S. purpurascens Ch.) obtenido con Pepsina® a diferentes tiempos de
reaccion. =< Letras diferentes indican diferencia estadistica significativa (p < 0.05).

Estas diferencias en los hidrolizados obtenidos con ambas enzimas puede
deberse que al hidrolizar con la enzima Alcalasa® esta pudo haber actuado sobre
los aminoacidos con carga negativa o bien, que en la harina de chapulin se
encuentren presentes abundantes aminoacidos hidrofébicos con cadenas laterales
aromaticas o ramificadas. Por lo que, la enzima Alcalasa® presenté mayor
efectividad al cortar en sus sitios de accion, logrando contribuir sustancialmente a
potencializar la actividad antitrombdética, proceso que con la enzima Pepsina no

ocurrio tan efectivamente por su selectividad hacia la proteina que ésta presenta
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(Ren et al., 2014). Es por ello que se sugiere la modificacion de proteinas
derivadas de insectos con estas proteasas, y lograr la generacion de hidrolizados
con actividad antitrombdtica, ademas puede tener un gran potencial de aplicacion
en alimentos y medicamentos anticoagulantes para ayudar a mantener la salud

humana en relacion a la Trombosis.

7.6 Actividad antihipertensiva

En los siguientes apartados 7.5.1 y 7.5.2 se describiran los resultados obtenidos
del analisis realizado a los hidrolizados de la harina rica en proteinas del chapulin
(Sphenarium purpurascens Ch.) sobre actividad inhibitoria de la ECA in vitro,
mediante la evaluacion del porcentaje de Inhibicion y el ICso. (concentracion que

inhibe el 50% la actividad de la enzima convertidora de angiotensina).

7.6.1 Evaluacion de la Inhibicion de la ECA in vitro

Los valores obtenidos de los hidrolizados proteinicos obtenidos con las enzimas
Alcalasa® y Pepsina® a diferentes concentraciones sobre la inhibicion de la ECA in
vitro, se muestran en la Figura 12 y 13 respectivamente. En la Figura 10 se puede
observar que el mayor porcentaje de inhibicion se dio en el hidrolizado obtenido a
los 5 min de reaccidén a una concentraciéon 2000 ppm con un valor de inhibicién de
98.95%, el cual fue similar a lo reportado por Nasri et al. (2013) en hidrolizado de
pez ballesta gris con un 99% de inhibicion a su mayor concentracién de 1500 ppm,
de igual forma al hidrolizado de pez Gobi a una concentracién de 1500 ppm con
un porcentaje de Inhibicion de 87.50%, resultado similar al obtenido en esta
investigaciéon a los 60 min con una concentracion de 1000 ppm con un 87.55% de
Inhibicién de la ECA.
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Figura 12. Inhibicion de la ECA “in vitro” de los hidrolizados proteinicos de
chapulin (S. purpurascens Ch.) obtenido con Alcalasa® a diferentes tiempos de

reaccion y a concentraciones de 100, 500, 1000 y 2000 PPM. Los valores son el
promedio de tres repeticiones * desviacién estandar. &f Letras diferentes indican diferencia
estadistica significativa (p < 0.05).

En lo que respecta a los hidrolizados obtenidos con Pepsina® (Figura 13) se
obtuvieron un menor porcentaje de inhibicién en el hidrolizado a 5 min en las
diferentes concentraciones evaluadas; sin embargo, en los hidrolizados obtenidos
a los 45, 60 y 90 min se obtuvieron valores mayores de inhibicion de la ECA por
arriba del 94 al 97% en concentraciones de 1000 y 2000 ppm. Estos resultados
pueden ser comparados con los valores encontrados por Vercruysse et al. (2008),
ya que obtuvo un 94% de inhibicidn con la proteina del gusano de algoddén a una

concentracion de 1500 ppm.
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Figura 13. Inhibiciéon de la ECA “in vitro” de los hidrolizados proteinicos de
chapulin (S. purpurascens Ch.) obtenido con Pepsina® a diferentes tiempos de

reaccion y a concentraciones de 100, 500, 1000 y 2000 PPM. Los valores son el
promedio de tres repeticiones * desviacion estandar. @9 Letras diferentes indican diferencia
estadistica significativa (p < 0.05).

Los valores de inhibicion de la ECA en los diferentes tiempos de reaccion pueden
deberse a que los péptidos Inhibidores de la ECA pudiesen estar encriptados
dentro de las proteinas de chapulin y debido a la especificidad de la enzima
Pepsina no se hayan liberado los aminoacidos necesarios como Leu (L), Asp (D),
Glu (E), Phe (Phe (F), Tyr (Y) y Trp (W) para producir la actividad. (Nasri et al.,
2013). Mientras que Vercruysse et al, (2008) mencionan que posiblemente el
sustrato de la ECA no haya sido estable ante el HHL (hipuril-L-histidil-L-leucina)
durante el proceso de prueba con el hidrolizado de chapulin y pueda no existir un
compuesto en las fracciones de la harina que sean capaz de descomponer el HHL
para liberar el Hl y poder producir la Inhibicion de la ECA.
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7.6.2 Actividad inhibitoria de la ECA in vitro

La actividad inhibidora de la ECA mostrada por los hidrolizados proteicos del
chapulin (Sphenarium purpurascens Ch.) obtenidos con las enzimas comerciales
Alcalasa® y Pepsina® a diferentes tiempos de reaccion se muestran en las Figuras
14 y 15 respectivamente. La actividad inhibitoria de la ECA de los hidrolizados con
Alcalasa alcanzé un valor maximo a los 30 min de reaccion con un /Cso = 0.01
mg/mL, mientras que los demas tiempos de reaccién (5, 15, 45, 60 y 90) los
valores de ICso fueron 0.21, 0.39, 0.72, 5.19 y 0.81 mg/mL respectivamente. Por
otro lado, los hidrolizados con Pepsina obtuvieron resultados similares a los de la
Alcalasa®, siendo el mejor tratamiento el hidrolizado obtenidos a los 15 min con un
IC50=0.11 mg/mL, seguido por el hidrolizado de 30 min con un /Cso=0.18 mg/mL,
mientras que el hidrolizado a 90 min presentd un /Csp = 0.85 mg/mL y para los
hidrolizados de 5, 45 y 60 min los resultados fueron de un ICs0=1.09, 1.49y 4.10
mg/mL respectivamente. Los valores antes mencionados fueron similares a los
reportados por Ono et al. (2006) en salmén de Atlantico (Salmo salar L.),
ocupando la enzima Alcalasa® donde el valor de ICso fue de 0.038 mg/mL. Otros
investigadores como Nasri et al. (2013), evaludé la proteina de pez ballesta y
sardina obteniendo valores de ICsp = 0.73 a 1.33 mg/mL respectivamente a un
tiempo de hidrolisis 360 min y Bougatef et al. (2010), reportaron valores de /Csode
0.85 a 3.55 mg/mL en hidrolizados de tiburén musola lisa (Mustelus mustelus) en
un tiempo de 110 min. Por todo lo anterior, se sugiere que los valores encontrados
en esta investigacion se encuentran dentro de los intervalos de Inhibicion

reportados por diversos investigadores con especies de origen animal.
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Figura 14. Actividad antihipertensiva “in vitro” de los hidrolizados proteinicos del
chapulin (S. purpurascens Ch.) obtenido con Alcalasa® a diferentes tiempos de
reaccion. =4 Letras diferentes indican diferencia estadistica significativa (p < 0.05).

Cabe mencionar que investigadores como Gu et al. (2011) mencionan que los
péptidos obtenidos con la enzima Alcalasa pueden presentar una alta actividad
inhibitoria de la ECA, ya que posiblemente resisten a la digestion por proteasas
gastrointestinales, ademas de que esta enzima puede lograr romper cadenas
peptidicas muy pequefias con pocos residuos de aminoacidos, y en cuanto menor
sea el peso molecular menor sera la posibilidad de atravesar la barrera intestinal y
por lo tanto ejercer su funcién. Por lo que, estos hidrolizados obtenidos del
chapulin (S. purpurascens Ch.) podrian favorecer su uso en alimentos funcionales,
siendo benéficos para la salud humana y ayudar a minimizar la hipertension

arterial.
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Figura 15. Actividad antihipertensiva “in vitro” del hidrolizado proteinico de S.

purpurascens Ch. obtenido con Pepsina® a diferentes tiempos de reaccion.
a¢ | etras diferentes indican diferencia estadistica significativa (p < 0.05).
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8. CONCLUSIONES

1. La composicion quimica proximal de la harina de chapulin presenté un
contenido de proteina de 77.92%, contenido suficiente para llevar a cabo hidrélisis

extensivas y buscar diferentes actividades biolégicas.

2. La harina rica en proteinas del chapulin presentd un color oscuro (L* = 48.21),
sin embargo, esta harina puede ser utilizada para que sea agregado a algun
alimento funcional, donde su coloracion no afecte su aspecto visible y pueda ser

aceptado para su comercializacion.

3. El mayor grado de hidrolisis (GH) se obtuvo con la enzima Alcalasa a los 90 min
de reaccién con 26.5%, en comparacién con el hidrolizado obtenido con la enzima
Pepsina donde se obtuvo un GH menor de 21.2% al mismo tiempo de reaccion.
Indicando que la Alcalasa tiene mayor selectividad por los enlaces peptidicos

presentes en la proteina del chapulin.

4. El patrén electroforético SDS-PAGE de los hidrolizados proteicos de la harina
de chapulin con Alcalasa mostraron menos bandas de mayor peso molecular que
con Pepsina®. Sin embargo, ambas enzimas Alcalasa® y Pepsina® mostraron

bandas <10 kDa para todos sus tiempos de hidrdlisis.

5. La actividad inhibidora de la agregacion plaquetaria mostré ser mas eficiente
con el hidrolizado obtenido con la enzima Alcalasa® con un valor de ICso = 6.61
mg/mL a los 5 min de reaccién, mientras que en el hidrolizado con la enzima

Pepsina® el valor de ICs0= 7.66 mg/mL a los 15 min de reaccion.

6. Los hidrolizados que presentaron mayor actividad inhibitoria de la ECA fue el
obtenido con la enzima Alcalasa® a 30 min de reaccion con un valor de /Cso0= 0.01
mg/mL, mientras que en los hidrolizados con la enzima Pepsina® se dio en el

hidrolizado a 15 min de reaccion con un /ICso0= 0.11 mg/mL.

CONCLUSIONES



Instituto Tecnolégico de Tuxtepec - Maestria en Ciencias en Alimentos

7. La harina de chapulin ha demostrado ser una buena alternativa para la
obtencién de hidrolizados proteicos con las actividades antitrombdtica vy

antihipertensiva.
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