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RESUMEN

Las proteinas de la leche son objeto de numerosas investi-
gaciones debido al aporte que presentan en beneficio a la sa-
lud como fuente de péptidos bioactivos. La caracterizacion de
los péptidos es un paso primordial e importante para poder
entender como llevan a cabo su funcion. En este trabajo se
recopilo, a partir de diferentes estudios, una lista de secuen-
cias peptidicas derivadas de proteinas de la leche que han
mostrado un efecto sobre el sistema inmune. Estas secuencias
se describen por su longitud y composicion de aminodcidos,
asi como fisicoquimicamente. Los datos muestran que su lon-
gitud comprende entre 2 y 64 aminodcidos. Los aminodcidos
mas frecuentes en estas secuencias son prolina y dcido glu-

tamico. Destacan tirosina y lisina en el extremo N-terminal y
C-terminal, respectivamente, y arginina en ambos extremos.
Estos péptidos presentan pesos moleculares <7kDa, aunque
son mas abundantes aquellos <3kDa. Asimismo, ostentan una
diversidad de cargas a pH fisiologico, que oscilan entre -7 y
+8, siendo principalmente de cardcter hidrofilico. El andlisis
de la informacion recopilada en esta revision podria ser de
importancia para determinar el patron estructural y a su vez
la funcion de los péptidos inmunomoduladores, ya que al mo-
mento la relacion estructura-funcion y los mecanismos a tra-
vés de los que estos péptidos ejercen sus efectos finales no
han sido completamente elucidados.

a leche es un alimento rico

en proteinas, las cuales es-

tan agrupadas principalmen-
te en caseinas y proteinas del suero. La fa-
milia de las caseinas representa aproximada-
mente el 80% de la masa de las proteinas e
incluye varios tipos de caseinas: a;, O, By
K, que forman complejos de micelas en la
fase acuosa de la leche. Las proteinas del
suero representan el 20% restante y entre
ellas se encuentran B-lactoglobulina (no pre-
sente en la leche humana), a-lactoalbiimina,
seroalblimina, inmunoglobulinas, lactoferrina
y transferrina, entre las mas importantes (Sun
y Jenssen, 2012).

Las proteinas de la leche
han sido objeto de numerosas investiga-
ciones debido al aporte que presentan en
beneficio a la salud como fuente de pépti-
dos con diferente bioactividad, como son
los péptidos inmunomoduladores, que se
han obtenido en gran parte a partir de es-
tas proteinas (Dziuba et al, 2009;
Plaisancié et al., 2013). La bioactividad
especifica de los péptidos bioactivos de-
pende intrinsecamente de su biodisponibi-
lidad, que estd intimamente relacionada
con sus propiedades estructurales y fisico-
quimicas (Phelan et al., 2009). Agyei y
Danquah (2012) mencionan que existe

desconocimiento en relacion al mecanis-
mo de accion concreto por el cual los
péptidos inmunomoduladores ejercen sus
efectos finales. Esta falta de informacion
persiste a la fecha, y podria atribuirse a
la falta de la caracterizacion estructural
de los péptidos involucrados.

Con estos antecedentes
que ponen de manifiesto la falta de in-
formacion mas amplia y precisa para de-
finir un patrén estructural que represente
a los péptidos inmunomoduladores, el
enfoque de esta revision comprende la
descripcion de una lista de secuencias
reportadas de aminoacidos con efecto
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sobre el sistema inmune, en relacion a
su longitud y composicion, asi como fi-
sicoquimicamente. Se discute también la
dinamica sugerida para estas secuencias
en el organismo con base en datos repor-
tados en la bibliografia para péptidos
bioactivos. Con los datos presentados se
espera contribuir con informaciéon que
permita conjuntar las caracteristicas de la
variedad de péptidos inmunomoduladores
que a la fecha han sido reportados y asi
dar un primer paso para orientar estudios
futuros en busqueda de evidencias que
aclaren la relacion estructura-funcion de
los péptidos inmunomoduladores.

Capacidad Inmunomoduladora de
Péptidos Derivados de Proteinas
Lacteas

Los péptidos bioactivos
obtenidos a partir de proteinas de la leche
son derivados de la hidrolisis derivada de
diferentes métodos de protedlisis. Pueden
ser producidos in vivo, mediante digestion
gastrointestinal (la mucosa del intestino ex-
presa al menos 15 peptidasas), asi como
por enzimas derivadas de la microbiota hu-
mana (Kilara y Panyam, 2003; Korhonen y
Pihlanto, 2003; Hartmann y Meisel, 2007).
La produccion in vitro involucra la libera-
cion de péptidos por la adicion de enzimas
(tripsina, pepsina o quimosina) o por la ac-
tividad metabolica de bacterias acido lacti-
cas (BAL) probidticas u otros microorganis-
mos (Lactobacillus helveticus, L. delbruec-
kii, Saccharomyces cerevisiae) (Hebert
et al., 2010; Espeche Turbay et al, 2012,
Chatterton et al., 2013; Juillerat-Jeanneret
et al, 2011). Gill et al, (2000) sefialan que
la leche de vaca contiene de forma natural
algunos péptidos con actividad inmunogéni-
ca en estado preformado o cerca de ser for-
mados, que no requieren ninguna o una mi-
nima modificacion gastrica para ser biologi-
camente activos.

No obstante, a pesar del
esfuerzo de algunos trabajos por aportar
nuevas alternativas para mejorar la salud
en este aspecto, varios de ellos reportan
el efecto de un conjunto de elementos
contenidos en hidrolizados completos o
fracciones derivados de proteinas lacteas
(Li y Mine, 2004; Mercier et al., 2004;
Prioult et al., 2004; Saint-Sauveur et al.,
2009; Maldonado Galdeano et al., 2011;
LeBlanc et al., 2002; Vinderola et al.,
2007) y muy pocos han logrado demos-
trar la actividad inmunomoduladora de
péptidos individuales especificos o la
combinacion de algunos de ellos. Cabe la
posibilidad de que solo algunos y no el
conjunto de péptidos reportados en esos
hidrolizados o fracciones pudieran ser los
responsables del efecto observado (Tellez
et al, 2010).
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El mecanismo de accion
por medio del cual estas secuencias ac-
tuan sobre el sistema inmune no esta to-
talmente explicado. Se sabe (Kayser y
Meisel, 1996) que interactiian con el teji-
do linfoide asociado a la mucosa intesti-
nal (GALT), de manera que atraviesan el
epitelio intestinal y entran a la circula-
cion, o se unen directamente a receptores
de la superficie celular intraepitelial espe-
cifica. Tal interaccion desencadena dife-
rentes funciones fisiologicas a través de
la sefializacion celular, al suprimir o esti-
mular ciertas respuestas que involucran
tanto al sistema inmune innato como al
adaptativo (Gill et al., 2000; Hancock y
Sahl, 2006; Oelschlaeger, 2010). El efecto
culmina en la regulacion de respuestas in-
munes especificas (activacion y prolifera-
cion de linfocitos, sintesis de anticuerpos,
expresion de citocinas) y/o inespecificas
(actividad fagocitica de macrofagos, fun-
ciones de células granulociticas y natural
killer) (LeBlanc et al., 2002; Danquah y
Agyei, 2012).

Existe escaza evidencia
que muestre las vias de sefalizacion que
podrian estar involucradas para que los
péptidos puedan llevar a cabo su efecto
inmunomodulador. Un mecanismo impli-
cado es la via de sefalizacion por AMPc
(adenosin monofosfato ciclico), que se
sabe actia como segundo mensajero al
activar la PKA (proteina cinasa A) y/o la
Epac-1 (proteina de intercambio activada
directamente por AMPc). El AMPc ha
mostrado efectos inhibidores sobre varias
funciones en macrofagos alveolares al in-
hibir la fagocitosis (Aronoff et al., 2004)
y la produccion de mediadores inflamato-
rios (Rowe et al., 1997). Otra via involu-
cra la estimulacion de la proteina cinasa
activada por mitégenos (MAPK) y el fac-
tor nuclear NF-xB, ya que posterior a la
adicion de glicomacropéptido (GMP) bo-
vino en una linea celular de monocitos
tumorales y otra de monocitos normales,
se incrementd la sintesis de citocinas
proinflamatorias como TNF-a, IL-I1f e
IL-8 (Requena et al., 2009).

La evidencia obtenida
hasta el momento ha demostrado el efecto
sobre el sistema inmune de un conjunto
de secuencias que son derivados de pro-
teinas de origen lacteo, las cuales se deta-
llan en la Tabla I, donde se observa que
los péptidos inmunomoduladores reporta-
dos derivan casi en su totalidad de la ca-
seina (proteina) de la leche (22/23 se-
cuencias, equivalentes al 96%), los cuales
se distribuyen como sigue: oy 22%, oy
4%, B 61% y «k 9%. La secuencia restante
corresponde a un péptido derivados de
proteinas del suero (una secuencia, equi-
valente al 4%, que corresponde al péptido
lactoferricina o LF).

La informacion anterior
denota que existe escasa informacion
sobre péptidos individuales derivados de
proteinas del suero de la leche con
efecto inmunomodulador. Sin embargo,
se ha reportado el efecto de estas pro-
teinas sobre el sistema inmune cuando
presentan su estructura completa o de
hidrolizados de las mismas que contie-
nen un conjunto de péptidos que po-
drian presentar dicha actividad de forma
individual (Mercier et al., 2004; Prioult
et al., 2004; Saint-Sauveur et al., 2009;
Tellez et al, 2010; Maldonado Galdeano
et al., 2011; LeBlanc et al., 2002;
Vinderola et al., 2007).

Caracteristicas estructurales y
fisicoquimicas de péptidos
inmunomoduladores

Caracteristicas estructurales

Como se muestra en la
Tabla I, los valores de la longitud de los
péptidos inmunomoduladores es muy am-
plio y variable (2-64 aminoacidos), siendo
los mas frecuentes aquellos con 6-7 ami-
noacidos en su secuencia. El hecho que
estas secuencias presenten longitudes de
cadena muy variadas sugiere que los pép-
tidos inmunomoduladores pueden tomar
diferentes rutas de transporte en el epite-
lio intestinal una vez que son ingeridos,
de lo cual dependera su biodisponibilidad,
asi como el mecanismo de accién, que
culminarda en una bioactividad especifica
sobre el sistema inmune.

En relacion a la compo-
sicion de aminoacidos presentes en las
proteinas, todos se encuentran distribui-
dos en el conjunto de las secuencias in-
munomoduladoras, con al menos dos re-
siduos en la secuencia que lo contiene.
Esto resalta el aporte nutricional en adi-
cion a su actividad bioldgica. De ahi ra-
dica la importancia de incorporarlos a la
dieta. Swaisgood (1992) describidé la
composicion de aminoacidos contenidos
en las principales proteinas de la leche y
reportd la abundancia de los residuos
prolina (Pro), acido glutamico (Glu),
glutamina, leucina (Leu) y lisina (Lys).
De éstos, Pro y Glu son los aminoacidos
mas frecuentes en los péptidos inmuno-
moduladores aqui enlistados, con el 13,5
y 12,4% de residuos, respectivamente, en
el total de las secuencias.

Pro estda presente en
practicamente todas las secuencias de este
estudio, excepto en las dos secuencias
mas cortas que corresponden a un di- y
un tripéptido. En un estudio, Dziuba
et al. (2009) realizaron una proteolisis si-
mulada con herramientas informaticas de
proteinas de la leche. Los resultados
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TABLA 1

EFECTO ESPECIFICO DE PEPTIDOS INMUNOMODULADORES DERIVADOS DE PROTEINAS DE LA LECHE

N° Protetna Péptido Enzima Efecto inmune Referencias
o wOnm o (e s pr oo v |y e, 15
Isracidina (N-terminal) LNENLLRF P g e andida: aibieans £ Minkiewicz ef al., 2000
a vacas y carnellos contra mastitis.
Inhibe a 1 12 MMP-9 clulas HT-29 v SW4S0 Juillerat-Jeanneret et al.,
2 ay-CN (17-33) NENLLRFFVAPFPEVEG ~ BAL "o @ 1a cnzima WA= Cn cowas Hi=27 y STHAGU, que Se expresa gy
durante el desarrollo de enfermedades inflamatorias de colon.
Chatterton et al., 2013
3 05-CN (59-79) QMEAESISSSEEIVPN T 1 Produccion de IgG en células de bazo de raton. Hata ef al.. 1998
Caseinofosfopéptido SVEQK 1 IgA sérico e intestinal en raton. ?
| i 1 Expresion del gen MUCSAC vy la secrecion de mucina en células .
4 0-CN (143-149) AYEYPEL NR HT29-MTX, proporcionando un efecto de barrera intestinal. Martinez-Maqueda, 2013
5 04-CN (144-149) YFYPEL NR 1 Expresion del gen MUCSAC y la secrecion de mucina en células Martinez-Magueda, 2013
HT29-MTX.
KNTMEHVSSSEESIISQE . . Hata et al., 1999
6 09-CN (1-32) TYKQEKNMAINPSK T  Efecto estimulador sobre células del bazo. Otani et al,, 2000
7 B-CN (1-25) RELEELNVPGEIVES T 1 Proliferacion de células del bazo y timocitos de placas de Peyer en raton. Hata et al.. 1998
Caseinofosfopéptido LSSSEESITR 1 Produccion de inmunoglobulina en células de bazo de raton. N
B-CN (1-28) RELEELNVPGEIVESLS 1 Proliferacion de linfocitos. .
8 Caseinofosfopéptido SSEESITRINK T 1 Niveles IgA en cultivos celulares. Otani et al., 2000
L , . . Parker ef al., 1984
9 B-CN humana (54-59) VEPIPY T 1 Fagocitosis de en células peritoneales murinas. Gattegno et al., 1988
B-CN (60-66) | Proliferacion de linfocitos a bajas concentraciones. .
10 B-casomorfina-7 YPEPGPI NR 1 Proliferacion de linfocitos a altas concentraciones. Kayser y Meiscl, 1%
! i 1 Formacion de anticuerpos. Migliore-Samour y
Il p-CN (63-68) PGPIPN NR 1 Fagocitosis de macrofagos murinos. Jolles, 1988
) i | Proliferacion de linfocitos. Migliore-Samour y
12 P-casomorfina (60-70) YPFPGPIPNSL NR 1 Resistencia a infeccion por Klebsiella pneumoniae en raton. Jolles, 1988
. L . Rival et al.,, 2001
13 -CN (98-105) VKEAMAPK T  Inhibe a lipooxigenasa, aumentando la permeabilidad vascular. Chatterton et al,, 2013
1 Expresion de los genes MUC2 y MUCA4 y la secrecion de mucina en
14 B-CN (94-123) GVSKVKEAMAPKHKE NR células HT29-MTX. Plaisanci¢ et al., 2013
MPFPKYPVEPFTESQ 1 Nimero de células de Paneth y células calciformes (células de Goblet) Chatterton et al., 2013
en un modelo murino proporcionando un efecto de barrera intestinal.
. L . . . . Rival et al., 2001
15 B-CN (169-176) KVLPVPQK NR  Inhibe a lipooxigenasa, enzima relacionada a procesos inflamatorios. Chatterton et al,, 2013
16 B-CN (170-176) VLPVPQK T  Inhibe a lipooxigenasa, enzima relacionada a procesos inflamatorios Rival et al., 2001
’ ' Chatterton ef al., 2013
17 B-CN (177-183) AVPYPQR T  Tnhibe a lipooxi ima relacionad inflamators Rival et al., 2001
- - nhibe a lipooxigenasa, enzima relacionada a procesos inflamatorios. Chatterton ef al., 2013
1 Formacion de anticuerpos. Berthou ef al., 1987
18 B-CN (191-193) LLY T 1 Fagocitosis. Gill et al,, 2000
1 Proliferacion de células T dependiente de antigeno. Clare y Swaisgood, 2000
Modula la proliferacion de linfocitos.
19 p-CN (192-209) LYQEPVLGPVRGPFPITV PQ Efecto mitogénico sobre nodulos linfaficos y células de bazo en rata. Coste et al,, 1992
20 B-casocinina-10 (193-202) YQEPVLGPVR NR 1 Proliferacion de linfocitos en rata a altas concentraciones. Kayser y Meisel, 1996
Kayser y Meisel, 1996
21 k-CN (38-39) YG NR 1 Proliferacion de linfocitos. Gill et al., 2000
Otani et al., 2000
K-CN (106-169) MAIPPKKNQDKTEIPTINTIAS 1 Secrecion de TNF, IL-10.
22 Glicomacronéofid GEPTSTPTTEAVESTVATLED Q  Normaliza la expresion de IL-1B, IL-17, IL-23, IL-6, TGF-p e IL-10. Requena et al., 2009; 2010
CoMmAcropeptico SPEVIESPPEINTVQVTSTAV Presenta actividad antiinflamatoria relacionada con linfocitos Thl yTh17.
Actividad fagocitica de neutréfilos humanos. . .
FKCRRWQWRNKKLG ! g . Miyauchi ef al., 1998
23 LF (17-41) APSIT%VRRAF P | Respuesta a IL-6 cuando se estimula con LPS. Clggu; Slxsaigg(’)o d. 2000

1 Liberacion de IL-8 de leucocitos.

Los simbolos aqui utilizados para denotar las enzimas son Q: quimosina, BAL: enzimas derivadas de bacterias acido-lacticas, T: tripsina,
NR: no reportado o no se utilizaron enzimas debido a la utilizaciéon de péptidos sintéticos, P: pepsina.
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evidenciaron que los péptidos con activi-
dad inmunomoduladora, ademds de pépti-
dos con otras bioactividades, que contie-
nen Pro dentro de su secuencia son hidro-
lizados por prolin-oligopeptidasas. En re-
ferencia con lo anterior, se puede inferir
que hay una gran probabilidad de que los
péptidos inmunomoduladores sufran de-
gradacion por efecto de enzimas digesti-
vas cuando son ingeridos via oral. Esto
podria suponer la posibilidad de que el
mecanismo de transporte de estos pépti-
dos es el seguido por péptidos pequeiios,
los cuales son transportados mediante
transportadores expresados en los entero-
citos. Estos datos deben considerarse para
el disefio de péptidos bioactivos cuando
intervengan enzimas digestivas durante su
estudio. En el orden de las ideas anterio-
res que resaltan la importancia de Pro
como elemento de importancia para efec-
tuar una actividad bioldgica, se encontrd
que péptidos sintéticos con una longitud
de al menos 15 residuos de aminoacidos,
con una Pro en la posicion 6 estimuld la
liberacion de IL-1 y TNF-a en monocitos.
La sustitucion de Pro en esa posicion por
otro residuo convirtié al péptido en inac-
tivo (Lopez-Moratalla et al., 1994).

Glu también podria ser
un aminoacido clave en la estructura de
los péptidos inmunomoduladores, pues se
encontrd que al formar parte de diferentes
glicopéptidos sintéticos puede estimular la
produccion de células formadoras de anti-
cuerpos en el bazo de ratén, o si se cam-
bian las condiciones de su estructura pue-
de actuar como un inmunosupresor
(Kondratenko et al., 2006). Bajo el mis-
mo enfoque que resalta la importancia del
Glu en péptidos imunomoduldores,
Lopez-Moratalla et al. (1994) demostra-
ron el efecto sobre el sistema inmune de
secuencias con aminoacidos como valina,
Leu, isoLeu, glicina, alanina o Lys en la
posicion 2, y Glu o acido aspartico (Asp)
en la posicion 11. La sustitucion de resi-
duos en la posicion 2 y 11 por otros resi-
duos aminoacidicos disminuyeron las pro-
piedades inmunomoduladoras descritas, o
llevo a la pérdida de la actividad en con-
junto. Glu tiene importancia fisiologica y
metabolica, pues es critico para la funcién
celular y un importante neurotransmisor,
ademas de actuar como precursor para la
biosintesis de glutation, arginina (Arg) y
Pro (Sapolsky, 2005; Okubo et al., 2010).

Uno de los aminoacidos
mas frecuente en estas secuencias es seri-
na (Ser). Aunque solo ocho de las 23 se-
cuencias lo contienen en su estructura,
esta presente en elevada proporcion en las
mismas. Al momento no hay estudios que
respalden su importancia en los péptidos
bioactivos; no obstante, esta revision re-
salta un patrén estructural en la region
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interna de las secuencias indicadas con
los ntimeros 3, 6, 7 y 8 en la Tabla I,
donde sobresalen las secuencias repetidas
SSSEEXI y ESXSSSEEX, (las letras S, E
e I corresponden a residuos de Ser, Glu e
isoLeu, y la X corresponde a Leu, isoLeu
o Ser). Esta informacion deberia estudiar-
se a profundidad para conocer su relacion
con el efecto inmunomodulador de estas
secuencias.

También puede observar-
se en las secuencias reportadas en la
Tabla 1, que en su extremo amino-termi-
nal destaca el aminodcido tirosina (Tyr), y
Lys en el extremo carboxilo-terminal, asi
como Arg en ambos extremos. Los extre-
mos N-terminal y C-terminal son impor-
tantes, pues existe evidencia que sugiere
que aminoacidos como Arg en la region
amino- o carboxilo-terminal de péptidos
bioactivos es la entidad dominante que
reconocen receptores de la superficie de
linfocitos y macrofagos, promoviendo su
maduracion y proliferacion (Meisel y
FitzGerald, 2003; Haque y Chand, 2008,
Phelan et al., 2009).

Propiedades fisicoquimicas

La forma de transporte
de los péptidos bioactivos a nivel intesti-
nal depende no solo de sus caracteristicas
estructurales, sino también de sus propie-
dades fisicoquimicas. La descripcion fisi-
coquimica para los péptidos inmunomo-
duladores de esta revision se apoyd en

herramientas informaticas del servidor
Expasy (http://www.expasy.org), como
son ProtParam y SAPS (Gasteiger et al.,
2005), para lo cual se contemplo la ocu-
rrencia de frecuencia de pardmetros como
el peso molecular (PM), numero de resi-
duos con carga negativa, nimero de resi-
duos con carga positiva, promedio de hi-
dropaticidad, punto isoeléctrico teodrico
(pl) y vida media (VM) (Tabla II).

Con una relacion direc-
tamente proporcional a la longitud, los
PM de los péptidos inmunomoduladores
incluidos en esta revision son variables y
en general corresponden a estructuras
<7kDa, siendo la mayoria (18 de 23) de
las secuencias <3kDa; algunas (4/23) os-
cilan entre los 3-4 kDa y la secuencia co-
rrespondiente a GMP es de 6-7kDa. El
intervalo de tamanos de los péptidos bio-
activos que han sido estudiados en gene-
ral van de di, tri y oligopéptidos a poli-
péptidos de alto PM (Hernandez-Ledesma
et al., 2005). En un estudio donde se uti-
liz6 un modelo de digestion gastrointesti-
nal in vitro se evalud la capacidad de so-
brevivencia de fracciones peptidicas de
diferentes PM. Los resultados mostraron
que péptidos con PM>3kDa fueron mas
faciles de digerir que aquellos <3kDa
(Chen y Li, 2012). Se ha reportado que
los péptidos mas pequeiios son transporta-
dos intactos a la circulaciéon a través de
enterocitos, mediante transportadores de
péptidos expresados en intestino como
por ejemplo PepT1 (Matsui et al., 2002,

. TABLA 11 . )
RESUMEN DE PARAMETROS FISICOQUIMICOS DE PEPTIDOS
INMUNOMODULADORES
N° de PM I Residuos Residuos VM Promedio de
secuencia (Da) P ) (+) (h) hidropaticidad
1 27642 9,99 Glu (2) Arg (2), Lys (2) 1 -0,987
1996,3 4,53 Glu (2) Arg (1) 1,4 0,406
3 2321,5 3,98 Glu (5) Lys (1) 0.8 -0,781
4 902,0 4,0 Glu (1) (0) 4.4 0,100
5 8309 4,0 Glu (1) (0) 2.8 -0,183
6 3669,0 5,63 Glu (5) Lys (4) 1,3 -1,238
7 2803,0 4,12 Glu (7) Arg (2) 1 -0,596
8 31584 436 Glu (7) Arg (2), Lys (1) 1 -0,636
9 716,8 4 Glu (1) (0) 100 0,117
10 789.,9 5,52 0) (0) 2.8 0,114
11 593,6 5,96 (0) (0) >20 -0,700
12 1201,3 5,52 0) (0) 2.8 -0,287
13 873,0 8,56 Glu (1) Lys (2) 100 -0,400
14 3417,9 8,34 Glu (4) Lys (5) 30 -0,887
15 908,1 10,0 0) Lys (2) 1,3h -0,287
16 779,9 8,72 (0) Lys (1) 100 0,229
17 829.,9 8,79 (0 Arg (1) 4.4 -0,229
18 ND ND 0) 0) ND ND
19 19944 6,0 Glu (1) Arg (1) 5,5h 0,667
20 1157,3 6,0 Glu (1) Arg (1 2,8h -0,420
21 ND ND 0) (0) ND ND
22 6707,4 4,04 Asp (2), Glu (8) Arg (3) 30 -0,370
23 3108,7 11,84 (0) Arg (5), Lys (3) 1,1 -0,370
PM: peso molecular, pl: punto isoeléctrico, VM: vida media, ND: no disponible.
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Foltz et al., 2007), mientras que los oli-
gopéptidos pueden ser absorbidos por
transporte pasivo a través de regiones hi-
drofobicas de la membrana epitelial o
por via paracelular a través de uniones
estrechas (Fei et al., 1994; Satake et al.,
2002; Shimizu, 2004; Darewicz et al.,
2011). La via paracelular no es una ruta
de transporte degradativa al mantener los
péptidos transportados intactos y la mo-
dulacién de la estructura de las uniones
estrechas por sustancias de los alimentos
facilita el transporte paracelular (Tsukita
et al., 2001). Ademas, los oligopéptidos
también pueden ser transportados por
transcitosis (transporte transcelular me-
diado por vesiculas) (Shen et al., 1992)
y en algunos casos no es necesario que
los péptidos sean absorbidos para ejercer
sus propiedades bioldgicas, como sucede
con algunos péptidos que se unen a co-
lesterol y actan en el tracto gastrointes-
tinal (Wang y Gonzélez de Mejia, 2005).
Cabe resaltar que la bioactividad de pép-
tidos demostrada en estudios in vitro no
se traduce generalmente en efectos en
estudios in vivo, ya que pueden influir
condiciones relacionadas con la absor-
cion, biodisponibilidad y susceptibilidad
de los péptidos a la degradacion por en-
zimas fisiologicas en fragmentos inacti-
vos (Hernandez-Ledesma et al., 2005).
En este sentido, se ha reportado que la
bioactividad in vitro de péptidos con me-
nor PM representa el mayor grado lo ob-
servado in vivo (Qian et al. 2011).

Los péptidos que han
sido seflalados como inmunomoduladores
muestran una diversidad de cargas a pH fi-
sioloégico que oscilan entre -7 y +8, ubi-
candolos como péptidos catidnicos, neutros
y anidnicos. Esto se debe a la variacion en
la presencia de Arg y Lys (residuos carga-
dos positivamente), en relacion con Asp y
Glu (residuos cargados negativamente) en
su secuencia. Estos péptidos presentan ma-
yoritariamente una carga neta de 0 (30%
de las secuencias) y en menor proporcion
presentan cargas totales de -1 y +1 (21 y
17%, respectivamente) y -7, -5, -4, +2 y
+8 distribuidas para el resto.

Hasta el momento el
efecto de la carga en relacion a la fun-
cion de los péptidos inmunomoduladores
no ha sido descrito a profundidad. En un
estudio en que se evalud a la lactoferrici-
na (LF), péptido cationico de 25 aminoa-
cidos aislado después de la escision gas-
trica de la lactoferrina, una enzima multi-
funcional transportadora de hierro (Haug
y Svendsen, 2001; Richardson et al.,
2009), se reportd que los residuos de cis-
teina en su estructura generaron un puen-
te disulfuro que une la region N-terminal
cargada positivamente y la region
C-terminal del péptido, aunado a su alto
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contenido en aminoacidos basicos que le
dan una carga de +7,84 a pH 7,0. Estas
caracteristicas podrian estar relacionadas
con su funcion inmunomoduladora.
Ademas, en la bibliografia se reporta el
alcance de secuencias con caracter catio-
nico, que permite su interaccion con fos-
folipidos anidnicos de la membrana bacte-
riana o de otros patdogenos, permitiendo la
interaccion péptido-membrana previo a la
actividad antimicrobiana (Hancock vy
Patrzykat, 2002; Hancock y Rozek,
2002). El pH del medio donde se encuen-
tre el péptido es también esencial para
determinar sus propiedades acido-base,
aspecto importante pues de ello dependen
las propiedades quimicas y la funcionali-
dad bioldgica de los péptidos.

Continuando con la des-
cripcion de las propiedades fisicoquimicas
de los péptidos inmunomoduladores, se
predijo el indice de hidropatia. La herra-
mienta informdatica empleada para ello fue
ProtScale  (http://web.expasy.org/protsca-
le), la cual obtiene la polaridad relativa
de cada aminoacido, que se ha determina-
do experimentalmente midiendo el cam-
bio de energia libre al trasladar un resi-
duo dado de un solvente hidrofébico al
agua. La energia libre de transferencia
varia desde muy exergonica para residuos
cargados o polares a muy endergonica
para aminoacidos con cadenas laterales
aromaticas o alifaticas, y finalmente el
programa suma las energias libres de
transferencia para dichos residuos. La ve-
rificacion se realizd en conjunto para 21
secuencias de la Tabla I, de acuerdo a la
escala de Kyte-Doolittle (1982), que con-
sidera a las regiones de las secuencias
analizadas con indice >0 en el promedio
de hidropatia como hidrofobicas, y aque-
llas con valor negativo como hidrofilicas.

La informacion obtenida
de la Tabla II para cada péptido indivi-
dual muestra que el 72% de las secuen-
cias son hidrofilicas, siendo el restante de
caracter hidrofobico. No fue posible la
verificacion de dos secuencias, al no con-
tar con la longitud minima de cinco ami-
noacidos que el programa requiere. El he-
cho que los péptidos inmunomoduladores
sean mayoritariamente de caracter hidrofi-
lico implica una baja afinidad por las
membranas de células u organelos subce-
lulares, por lo que este podria ser un dato
util para inferir el mecanismo de trans-
porte de cada péptido.

Dentro de las caracteris-
ticas fisicoquimicas se incluyen también
el punto isoeléctrico y la vida media, da-
tos que pueden aportar una idea sobre la
estabilidad del péptido. El punto isoeléc-
trico es un parametro a considerar al mo-
mento de verificar el comportamiento de
los péptidos en solucién. En el punto

isoeléctrico de la proteina la solubilidad
generalmente aumenta con la hidrolisis,
ya que es principalmente el resultado de
la reduccion en peso molecular y del au-
mento en el nimero de grupos polares
(Slattery y Fitzgerald, 1998; Caessens
et al., 1999). Por otro lado, la vida media
indica el tiempo que toma a la mitad de
la cantidad de proteina presente para des-
aparecer de una célula (Gasteiger et al.,
2005). En el presente trabajo, el calculo
se hace para estudios en humanos e in vi-
tro. ProtParam estima la vida media con-
templando el aminodcido N-terminal de la
secuencia a investigar. Se ha demostrado
que la identidad del residuo N-terminal
de una proteina juega un papel importante
para determinar su estabilidad in vivo, al
participar en los procesos de degradacion
proteolitica via ubiquitina (Gasteiger
et al., 2003), para lo que se han creado
proteinas beta-galactosidasa por mutagé-
nesis sitio-dirigida con diferentes aminoéa-
cidos en la region N-terminal. De este
modo, las proteinas disefiadas presentaron
diferentes tiempos de vida in vivo de mas
de 100h y al menos 2min, dependiendo
de la naturaleza del aminoacido en la re-
gion N-terminal y del modelo experimen-
tal (levadura in vivo, reticulocitos de ma-
mifero in vitro, E. coli in vivo). Asi, se
puede ordenar el conjunto de aminoacidos
individuales respecto a la vida media que
ellos confieren cuando estan presentes en
la regiéon N-terminal de una proteina
(Bachmair et al, 1986; Gonda et al
1989; Tobias et al., 1991).

Conclusiones

Esta revision describe la
longitud y composicion de secuencias li-
neales de aminoacidos con actividad in-
munomoduladora demostrada en la bi-
bliografia disponible, asi como sus pro-
piedades fisicoquimicas. La informacion
muestra que las proteinas de la leche,
principalmente las caseinas, dan lugar a
la gran mayoria de péptidos inmunomo-
duladores estudiados a la fecha. Los
péptidos inmunomoduladores revisados
presentan una longitud de cadena muy
variada, sugiriendo las diversas rutas de
transporte que pueden tomar en el epite-
lio intestinal. Muestran un numero eleva-
do de residuos de Pro y Glu, aminoaci-
dos que podrian ser clave en estas se-
cuencias para realizar su funcion. La
abundancia de Pro en estas secuencias
sugiere una gran probabilidad de que los
péptidos inmunomoduladores sufran de-
gradacion por efecto de enzimas digesti-
vas cuando son ingeridos via oral.
Presentan secuencias repetidas ricas en
Ser, mientras que Tyr y Lys estan pre-
sentes en mayor proporcion en los
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extremos N-terminal y C-terminal, res-
pectivamente. Se confirmé la presencia
de Arg en la mayoria de estas secuencias
en el extremo N-terminal o C-terminal,
sugiriendo el reconocimiento de estos
péptidos por receptores especificos de
membrana. Los pesos moleculares co-
rresponden a estructuras <7kDa, aunque
los de mayor incidencia son aquellos
<3kDa. En base a la evidencia existente
se infiere que estas secuencias muestran
una disminuciéon en la probabilidad de
sufrir degradacion intestinal para pépti-
dos <3kDa. Las cargas que presentan se
encuentran en un intervalo entre -7 y +8.
Mayoritariamente son de caracter hidro-
filico, dato que sugiere una baja afinidad
por las membranas de células u organe-
los subcelulares. Estos datos son utiles
para inferir en el mecanismo de trans-
porte, por consiguiente su biodisponibili-
dad, asi como el mecanismo de accion,
que culminard en una bioactividad espe-
cifica sobre el sistema inmune. Con esta
informacion es posible asumir que la
existencia de una gran diversidad de
péptidos inmunomoduladores se debe a
su variada estructura quimica, que le
confiere una diversidad de propiedades
fisicoquimicas. En respuesta a ello, los
mecanismos de accion son variados.
Esto hace a los péptidos inmunomodu-
ladores dificiles de estudiar, pero al
mismo tiempo mas interesantes. Cabe
recordar que los datos fisicoquimicos de
cada secuencia se obtuvieron como una
etapa predictiva empleando herramientas
informaticas para su andlisis; por lo
tanto, la informacion relacionada con la
dinamica de estas estructuras debe ser
confirmada mediante estudios in vitro e
in vivo para poder soportarla, ya que
dependera de la naturaleza del modelo
de estudio, la dosis, la duracién del tra-
tamiento, la genética y el estado fisiolo-
gico, entre otros. El avance logrado en
el entendimiento de estas secuencias re-
presenta informacion que deberia ser
importante como un primer paso en los
diseflos experimentales.
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IMMUNO-MODULATING PEPTIDES OBTAINED FROM MILK PROTEINS
Aline Reyes-Diaz, Aarén F. Gonzalez-Cordova, Adrian Hernandez-Mendoza and Belinda Vallejo-Cordoba

SUMMARY

Milk proteins are the subject of numerous investigations,
as they represent a supply of bioactive peptides beneficial to
health. The characterization of the peptides is a fundamental
step in order to understand how they exert their function. The
present paper gathers, from a number of different studies, a
list of peptidic sequences derived from milk proteins that have
shown to have effect on the immune system. These sequences
are described as to their length and aminoacid composition,
as well as physical-chemical properties. The data shows that
their length comprises 2 to 64 aminoacids. The most frequent
ones are proline and glutamic acid. Tyrosine and lysine are

present in in the extreme N-terminal and C-terminal, respec-
tively, while arginine is at both extremes. These peptides have
molecular weights <7kDa, although those <3kDa are most
abundant. Also, their charges differ widely at physiological
pH, between -7 and +8, being mainly of hydrophyllic charac-
ter. The analysis of the gathered information in the present
review could be of importance for the determination of the
structural pattern and in turn the function of immuno-modu-
lating peptides, as at present the structure-function relation-
ships and the mechanisms employed by this peptides to exert
the final effects are not completely elucidated.

PEPTIDEOS IMUNOMODULADORES DERIVADOS DAS PROTEINAS DO LEITE
Aline Reyes-Diaz, Aardon F. Gonzalez-Cordova, Adrian Herndndez-Mendoza e Belinda Vallejo-Cordoba

RESUMO

As proteinas do leite sdo objeto de numerosas investigagoes
devido ao aporte que apresentam em beneficio para a saude
como fonte de peptideos bioativos. A caracterizagdo dos pepti-
deos é um passo primordial e importante para poder entender
como realizam sua fun¢do. A partir de diferentes estudos, neste
trabalho foi elaborada uma lista de sequéncias peptidicas deri-
vadas de proteinas do leite que tém mostrado um efeito sobre
o sistema imune. Estas sequéncias sdo descritas por seu com-
primento e composi¢do de aminodcidos, assim como caracteris-
ticas fisico-quimicas. Os dados mostram que seu comprimento
compreende entre 2 e 64 aminodcidos. Os aminodcidos mais
frequentes nestas sequéncias sdo prolina e dcido glutdmico.

Destacam-se tirosina e lisina no extremo N-terminal e C-termi-
nal, respectivamente, e arginina em ambos os extremos. Estes
peptideos apresentam pesos moleculares <7kDa, ainda que sdo
mais abundantes aqueles <3kDa. Da mesma forma, ostentam
uma diversidade de cargas a pH fisiologico, que oscilam em
entre -7 e +8, sendo principalmente de cardacter hidrofilico. A
analise da informagdo recolhida nesta revisdo poderia ser de
importdncia para determinar o padrdo estrutural e por sua vez
a fun¢do dos peptideos imunomoduladores, ja que no momento
a relagdo estrutura-fungdo e os mecanismos através dos quais
estes peptideos exercem seus efeitos finais ndo tém sido com-
pletamente elucidados.

INERCIENLIA FEBRUARY 2016, VOL. 41 N° 2

91



