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PREFACIO

Este libro pretende ser un instrumento de consulta que aglutine de manera
seria y cientifica las evidencias clinicas y de investigacion basica de los efectos
del EDL enmarcando su andlisis en el contexto de un producto complejo que
contiene péptidos bioactivos, que sustentan las diversas actividades biologicas y
sus efectos positivos para la salud. Lo anterior, con la finalidad de desmitificar el
nombre de factor de transferencia, acufiado a esta mezcla compleja de péptidos.

Los avances en métodos analiticos como los cromatograficos y los
bioinformaticos nos han permitido la identificacion y caracterizacion de diversos
péptidos bioactivos en el EDL y su asociacion con los efectos clinicos reportados.
Adicional a la caracterizacion bioquimica, se presenta una revision cronologica
de las evidencias clinicas y cientificas realizadas por médicos mexicanos en
distintas patologias de tipo infeccioso que demostraron su efecto terapéutico.
Finalmente, en la Gltima parte del libro describimos los hallazgos mas recientes
del analisis 6mico del EDLc, asi como diversos articulos cientificos de nuestro
grupo de investigacion, en diferentes modelos de enfermedad y en estudios
clinicos que dan evidencia de los mecanismos de accion del EDLc en diversas
patologias. A través de estos estudios podemos explicar los efectos fisiolégicos
que los diferentes péptidos bioactivos identificados pueden tener en el humano,
asi como establecer modelos biologicos que permitan aislarlos, caracterizarlos, y
determinar sus mecanismos de accion, tanto in vivo como in vitro. Esto permitira
a su vez proyectar nuevas formas de tratar patologias complejas como la
diabetes, la hipertension, la obesidad, el sindrome metabdlico, las enfermedades

autoinmunes y el cancer.
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Desde el afo 1949, cuando el Dr. Sherwood Lawrence en Estados Unidos
estudiaba la tuberculosis, encontré que una sustancia en un extracto de leucocitos
tomada de un paciente que se habia recuperado de tuberculosis podia transferirle
a un receptor que no habia sido infectado todavia, una respuesta inmunitaria
positiva a la tuberculosis y le dio el nombre de factor de transferencia. Para
1956, el mismo Lawrence junto con Pappenheimer describieron que el extracto
dializable de leucocitos (EDL) era capaz de transmitir memoria inmunitaria
de forma independiente de la inmunidad humoral dada por los anticuerpos.
Posteriormente, Charles H. Kirkpatatrick identific6 una posible secuencia
consenso de aminoacidos del EDL y describi6 que era altamente conservada,
independientemente de las fuentes y especies de donde se obtuviera. En México
en los afnos setenta, el Dr. Sergio Estrada y el QBP. Carlos Pérez de la Mora
iniciaron el desarrollo del EDL en el Instituto Politécnico Nacional.

Uno de los médicos pioneros en utilizar el EDL en pacientes pediatricos fue
el Dr. Renato Berrdn en el Instituto Nacional de Pediatria, donde inicio trabajos de
investigacion en nifios con asma de dificil control y dermatitis atopica severa. Ahi
fue cuando yo por primera vez tuve contacto con el EDL, durante mi formacién
en la especialidad de alergia e inmunologia pediatrica, siendo el Dr. Berron mi
profesor de inmunologia. En aquel entonces reconociamos la utilidad clinica del
EDL en las enfermedades alérgicas, asi como en otras enfermedades, ya que
era capaz de mejorar la evolucion natural de las enfermedades. Sin embargo,
a pesar de diversos reportes que documentaban su inocuidad, no se sabia que
era, ni de que estaba constituido el EDL, lo cual lo ponia en una situacion de falta
de evidencia y posible descredito.

Todo esto llevo a que, en 1991, el Dr. Estrada Parra, junto con el QBP.
Pérez de la Mora lograran conservar los péptidos de EDL. Hasta ese momento
se proponia que existian moléculas menores a 5 kDa en el EDL que transferian
la inmunidad especifica. Pero en medicina se requiere evidencia y hasta ese
entonces el EDL era un compuesto no medible y sin una explicacion de los
mecanismos de accion de éste. Por lo que, aun y cuando hay diversos articulos
médicos donde se evidencia una clara mejoria, tras el uso de EDL, de los cuadros
clinicos de una amplia gama de enfermedades, que van desde hipersensibilidad
tipo I, inmunodeficiencias primarias y secundarias, cancer, procesos infecciosos,
alteraciones cutaneas, y enfermedades autoinmunes entre otros, existen
profesionales de la salud que son escépticos a su uso.

Por eso, me complace presentarles este libro donde el Dr. Pérez-Ishiwara



PRESENTACION

y cols., asi como la empresa Farmainmune presentan las investigaciones que
en los ultimos afios se han realizado a nivel mundial, asi como sus propias
investigaciones demostrando los distintos péptidos que constituyen el EDL.
Estos estudios incluyen el analisis proteémico, pasando a la obtencion de
interactomas con STRING, y su analisis bioinformatico, proponiendo los
mecanismos moleculares modulados por el EDL que modifican la historia natural
de la enfermedad.

Para los médicos que en el dia a dia nos enfrentamos a la toma de
decisiones en beneficio de los pacientes, este libro sera de gran aportaciéon para
que, con toda la evidencia aqui mostrada, podamos respaldar el uso de EDL.
Considerando al EDL el descubrimiento mas impactante en la medicina preventiva
del siglo XXI, su utilizacion como un medicamento complejo, constituido de
péptidos bioactivos, tanto para tratamiento de ciertas enfermedades, como
preventivo en el desarrollo de estas, constituye una linea de estudio fundamental
que en los préximos afios seguramente nos llevara a una medicina que sonaba

a ficcion, pero que actualmente la empezamos a ver como real.

Dra. Patricia Gomez Garcia
Alergia e Inmunologia Clinica

Hospital Angeles del Pedregal
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RESUMEN

La inmunoterapia, también denominada terapia bioldgica, es un tipo de tratamiento
que estimula las defensas naturales del organismo a fin de combatir diversas enfermedades
complejas en las que estd comprometido el sistema inmune o en aquellas que requieren
de la regulacién y buen funcionamiento de este. Se utilizan sustancias producidas por el
cuerpo o fabricadas en un laboratorio para restaurar, estimular o reponer la funcion inmune
en cancer, infecciones u otras enfermedades degenerativas, asi como para aminorar los
efectos secundarios de los tratamientos empleados. El objetivo puede ser profilactico
(prevencion) o terapéutico (curativo o de mantenimiento). Dentro de la inmunoterapia se
encuentra el uso de anticuerpos, vacunas, factores de crecimiento, diversos compuestos
extraidos de las plantas y de particular relevancia el EDL, “errbneamente llamado factor de
transferencia”.

Las moléculas activas implicadas en la inmunoterapia se denominan
inmunomoduladores. La mayor parte son citoquinas y algunas de ellas, como por ejemplo
el factor estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF, Granulocyte colony-stimulating
factor) o el interferén, ya estan siendo usados ampliamente en la clinica. Otros tipos de
citoquinas como las interleucinas 1,2,6,8 o el factor de necrosis tumoral [TNF-a] se estan
utilizando en numerosos ensayos clinicos y otros estudios preclinicos para su futuro uso
en inmunoterapia.

El EDL es una mezcla compleja de péptidos bioactivos obtenidos de leucocitos de
sangre periférica humana o de tejidos linfoides de diversas especies. De manera particular,
el EDLc, desarrollado y adaptado biotecnolégicamente para su uso en humanos por
Farmainmune SA de CV, constituye uno de los mejor caracterizados a nivel molecular y de
los cuales en este libro presentamos las evidencias cientificas de su composicion mediante
analisis proteémicos 2D, protedmica total acoplada a masas (Maldi-TOF-TOF) y mediante
el empleo de técnicas bioinformaticas para predecir los péptidos bioactivos, que de manera
cientifica se ha demostrado en la literatura su actividad y beneficio para la salud humana.

La practica clinica y diversos estudios de investigacion sugieren que el EDL obtenido
de tejidos linfoides de diversas especies, es una opcién de tratamiento seguro y efectivo
para una gama importante de patologias. Sin embargo, debido al amplio espectro de
actividad biologica, producto de la complejidad y diversidad de péptidos que contiene, hace
que el estudio de los mecanismos de accion sea complejo y en muchos casos su probable
accion no esté suficientemente documentada e investigada, motivando incredulidad y en
ocasiones descrédito.

Continuar con la investigacion sistematizada sobre: i) la composicién exacta; ii)
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la hidrolisis gastrointestinal y la liberacion de péptidos bioactivos especificos; vy iii) los
mecanismos de accion y la biodisponibilidad de los péptidos que lo componen permitira,
una mejor prescripcion para patologias especificas, asi como para el desarrollo de nuevos
medicamentos y terapias novedosas y especificas que coadyuven con los tratamientos
actuales. A nivel comercial existen algunos productos que se han lanzado al mercado
afirmando actividades biolégicas especificas y efectos terapéuticos particulares, sin
embargo, muchos de esos productos carecen de un control de calidad especifico y de

investigaciones cientificas que soporten sus efectos para la salud.
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INTRODUCCION

Los cambios socioecondmicos y demograficos, asi como los dramaticos cambios
en el estilo de vida y en la alimentacion de los individuos, han favorecido la aparicion
de enfermedades complejas cronico-degenerativas que requieren desarrollar nuevos
medicamentos que tengan menos efectos adversos que los medicamentos de patente
empleados rutinariamente (Martinez-Lacoba et al., 2018).

Una opcion viable para cierto tipo de patologias es el uso potencial de ciertos
péptidos bioactivos, que poseen diversas actividades bioldgicas que ayudan a mantener la
homeostasis y la salud de las personas; a reducir el riesgo de padecer ciertas enfermedades;
o incluso a coadyuvar en el tratamiento integral de patologias especificas (Yeo y Shahidi,
2021).

Teniendo en consideracion que el EDL es una mezcla compleja de los componentes
de bajo peso molecular que se obtienen de las células inmunes, y que al igual que los
péptidos bioactivos derivados de diversos alimentos, contienen diversos compuestos de
naturaleza nitrogenada, tales como proteinas, acidos nucleicos, aminoacidos libres y otros
compuestos minoritarios. En este libro se expondran los hallazgos y argumentos para definir
al extracto dializable de leucocitos como una mezcla compleja de péptidos bioactivos, en
vez de la antigua definicion unimolecular de “factor de trasferencia”, que conferia inmunidad

mediante una hipotética molécula de bajo peso molecular.
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DEFINICION Y ORIGEN DE LOS PEPTIDOS BIOACTIVOS

Los péptidos bioactivos son pequeinas cadenas peptidicas compuestas por 2 a 15
residuos de aminoacidos, no obstante, Kitts y Weiler en el 2005 mencionan que los péptidos
bioactivos obtenidos de los alimentos pueden tener entre 2 y 9 residuos de aminoécidos.
Aun asi, puede haber excepciones ya que existen péptidos con mas de 20 residuos de
aminoécidos, tal como la lunasina, péptido extraido de la soya con actividad anticancerigena
probada en ratas, el cual presenta 43 residuos de aminoacidos y un peso molecular de
5400 Da (Seber et al., 2012). En concordancia con lo anterior, los péptidos bioactivos
han sido definidos como fragmentos especificos de proteinas, de origen animal o vegetal,
que tienen un impacto positivo sobre funciones o condiciones corporales y pueden tener
influencia sobre la salud humana, mas alla de una nutricién normal y adecuada. Es por ello,
que, dependiendo de la secuencia de aminoacidos en el péptido, su administracion oral
podria afectar alguno de los principales sistemas del organismo, entre los cuales destacan,
el cardiovascular, el nervioso, el gastrointestinal y el inmunoldgico (Peighambardoust et al.,
2021).

Diversas investigaciones han mostrado que los péptidos bioactivos pueden existir
como entidades independientes o pueden ser parte de una proteina que durante la digestién
gastrointestinal son liberados (Sanchez y Vazquez et al., 2017). Los péptidos bioactivos
presentan una solubilidad en agua cercana al 100% en un intervalo amplio de pH y tienen
la caracteristica de ser hipoalergénicos. También se sabe que los péptidos difunden al
interior de la célula a través de un transporte pasivo, aunque también lo pueden hacer via
transportadores localizados en la membrana o bien, transportarse del espacio intersticial

hacia el espacio linfatico intestinal (Chauhan y Kanwar, 2019).

Procesos tecnolégicos para obtener péptidos bioactivos

Los procesos de produccion a escala piloto de péptidos bioactivos utilizan tipicamente
membranas de ultrafiltracion y cromatografia de liquidos, procesando secuencialmente el
fraccionamiento y aislamiento de compuestos bioactivos a partir de hidrolizados. El disefio
de procesos para la separacion de péptidos se basa en propiedades moleculares tales

como el tamafio, la carga, la polaridad y la hidrofobicidad (Agyei y Danquah, 2011).

Cromatografia
La cromatografia de liquidos de alta resolucién (HPLC), las columnas de fase normal,
las de fase inversa y de intercambio i6nico se han empleado para separar, identificar y

purificar péptidos bioactivos dependiendo de sus caracteristicas biofisicas (Jaworska
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et al., 2012). Ademas, existen otras técnicas como la ultrafiltracién, la cristalizacion, la
cromatografia de particion y la cromatografia de interaccién hidrofobica a baja presién
que también estan siendo empleadas para el fraccionamiento y purificacion de proteinas
(Barati et al., 2020 y Bechaux et al., 2019). Recientemente, la ionizacion por electrospray y
espectrometria de masas, constituyen una herramienta importante para la identificacion y

caracterizacion de proteinas (Kaur-Atwal et al., 2007).
Membranas-Ultrafiltracién y Nanofiltracion

La separaciéon mediante el uso de membranas son herramientas eficientes para el
desarrollo de productos con valor afadido como los péptidos bioactivos. Estos procesos de
separacion se basan en la permeabilidad selectiva de uno o mas liquidos a través de una
membrana de acuerdo con la diferencia de presion. Las técnicas de membrana impulsadas
por presion, la ultrafiltracién y nanofiltracion se han aprobado para el fraccionamiento de
hidrolizados de proteinas debido al hecho de que el peso molecular de la mayoria de los
péptidos bioactivos se encuentra dentro del rango normal del tamafio de poro de estas
membranas (Picot et al., 2010).

La ultrafiltracion se aplica cominmente para preparar soluciones enriquecidas de
péptidos a partir de hidrolizados de proteinas y se utiliza para separar péptidos con un peso
molecular aproximado de 7 a 10 kDa (Boukil et al., 2018). Sin embargo, la combinacién de
procesos de ultrafiltracion y nanofiltracién permite obtener polipéptidos <1 kDa (Picot et al.,
2010).

En Farmainmune la mezcla de péptidos bioactivos que constituyen el EDLc son
obtenidos a partir del tejido linfoide de cocodrilo, este se obtiene y purifica por medio de
hidrélisis enzimatica del tejido, seguido de una serie de filiraciones a través de membrana

impulsadas por presion, y finalmente, es enriquecido y concentrado por ultrafiltracion.

FUENTES DE PEPTIDOS BIOACTIVOS “DERIVADOS DE PRODUCTOS
ALIMENTICIOS”

Cualquier proteina independientemente de sus funciones puede ser empleada
como fuente de péptidos con actividad biolégica. Entre las proteinas precursoras de
biopéptidos, destacan las proteinas lacteas, tanto de la caseina como del suero, de las
que se han aislado péptidos con actividad antihipertensiva, opioide, antimicrobiana e
inmunomoduladora. Igualmente, destacan las proteinas de la carne de pollo y del huevo,
que son importantes fuentes de biopéptidos con actividad antihipertensiva. Por su parte, la
colagenay la elastina son precursores de péptidos con actividad anticoagulante (Akbarian
et al., 2022, Peighambardoust et al., 2021, Wang et al., 2018 y Sdnchez y Vazquez, 2017).

Los péptidos bioactivos también se pueden obtener de otras fuentes animales y
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vegetales como el pescado, las ostras y los cereales (arroz, trigo, soya, trigo sarraceno,
cebada y maiz). Por ejemplo, los péptidos GGGGYPMYPLR y GLF poseen actividad
inmunoestimulante, activando la fagocitosis de neutréfilos en humanos, y estimulando el
factor de necrosis tumoral (TNF) cuando es administrado en ratones (Agyei et al., 2016 y
Kamau et al.,2010). Los péptidos IVF, RAADPFLy YAEERPIL presentes en un hidrolizado de
clara de huevo con pepsina, presentan actividad antihipertensiva en ratas en dosis minimas
eficaces de 2-4 mg/kg (Miguel et al., 2007). La endomorfina-1 (EM1, Tyr- Pro-Trp-Phe-NH
2) y endomorfina-2 (EM2, Tyr-Pro-Phe-Phe-NH 2), son dos péptidos activos identificados y
aislados del cerebro de bovino y humano por el grupo de Zadinaen en 1997 (Greenwell et
al., 2007). Los lactotripéptidos valina- prolina-prolina (VPP) e isoleucinaprolina-prolina (IPP)
que poseen actividad inhibidora de la enzima convertidora de angiotensina (ECA), presentan
un valor de concentracion inhibitoria del 50 % (IC50) de 9,0 y 5,0 umol, respectivamente
(Dominguez et al., 2014). De igual manera, el péptido IPP aislado de la caseina de una
bebida lactea japonesa se demostrd que disminuye significativamente la presion sanguinea
de pacientes hipertensos después de 4-8 semanas de ingesta de leche agria conteniendo
este péptido (Gonzalez-Gonzalez y Jauregi, 2013). Otras investigaciones, por ejemplo,
han logrado obtener péptidos con actividad inhibidora de ECA mediante digestion con
pepsina de proteinas del garbanzo (Cicerarietinum), lupino (Lupinusalbus), frijol comun
(Phaseolusvulgaris), guisante (Pisumsativum), soya (Glycinemax), y lenteja (Lens culinaria)
(Peighambardoust et al., 2021, Wang et al., 2018 y Akbarian et al., 2022).

También se ha descrito que las semillas de frijol contienen dos proteinas importantes,
entre los que se incluye el inhibidor de la a-amilasay la fitohemaglutinina, las cuales modulan
la absorcion de glucosa y la regulacion del apetito, respectivamente. De igual modo, han
sido reportados dos péptidos bioactivos (Gly-Gly-Ser-Lys y Glu-Leu-Ser) capaces de inhibir
ala a-amilasa, lo cual impide la digestion del almidén, reduce la absorcion de glucosa y, por
lo tanto, disminuye la sintesis y almacenamiento de grasa favoreciendo la diabetes mellitus
(Admassu et al., 2018). Por su parte, el tripéptido bioactivo Arg-lle-Tyr fue aislado a partir
de la digestion de la napina, una de las principales proteinas de almacenamiento de las
flores de canola. El tripéptido redujo la presion arterial tras su administracion oral en ratas
espontaneamente hipertensas (SHR) (Yamada et al., 2010). Ademas, el mismo péptido
disminuy¢ la ingesta de alimentos y el vaciado gastrico tras su administracion oral a través
del sistema de las colecistoquininas (Kaneko, 2021). Del Amaranthus se han obtenido
péptidos con actividad biologica, entre los que se encuentran inhibidores de proteasas
y alfa-amilasas, péptidos antimicrobianos y antifingicos que poseen un dominio rico en
cisteina/glicina, caracteristico de proteinas unidoras de quitina (Peighambardoust et al.,
2021).
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La asociacion entre la nutricion y la inmunidad es un hecho reconocido desde
hace tiempo. Existen estudios que demuestran que péptidos bioactivos derivados de
diferentes fuentes de proteinas ejercen efectos inmunomoduladores in vitro e in vivo
(Sanchez y Vazquez, 2017). Yoshikawa y colaboradores en el 2000 aislaron de la soya
el péptido soymetide-13 (Met-lle-Thr-Leu-Ala-lle-Pro-Val-Asn-Lys-Pro-Gly- Arg) derivado
de la subunidad a de la B-conglicinina, el cual estimula la fagocitosis en leucocitos
polimorfonucleares en humano. El péptido, His- Cys-Gin- Arg-Pro-Arg aislado de la
digestion de glicinina de soya, también ha mostrado actividad inmunoestimulante al activar
la fagocitosis de neutréfilos en humanos, y estimular la produccion del factor de necrosis
tumoral (TNF) cuando fue administrado en ratones (Sanchez y Vazquez, 2017).

Otros péptidos que contienen aminoacidos con residuos aromaticos pueden tener
actividades antioxidantes. Por ejemplo, se ha informado que péptido GIn-Gly-Ala- Arg-Leu-
Glu tienen un papel importante en la neutralizacion de radicales libres. Sin embargo, se
necesitan investigaciones adicionales para determinar la relacion estructura/funcion de
este tipo de péptidos antioxidantes. La capacidad antioxidante de ciertos hidrolizados se
atribuye a péptidos con secuencia Leu-Leu- Pro-His-His, ya que los péptidos que contienen
histidina en su estructura pueden actuar como quelantes de metales, captadores de
radicales hidroxilos y de especies reactivas de oxigeno (ERO) (Yoshikawa et al., 2000).

Las proteinas obtenidas de la sangre de los animales, constituye una fuente
potencial para la obtencién de péptidos bioactivos para el desarrollo de posibles farmacos
y la produccion de alimentos con valor agregado. Por ejemplo, se han obtenido hidrolizados
activos de la digestion péptica de la hemoglobina porcina, y del extracto de musculo de
pechuga de pollo, que mostraron actividad hipotensora en un modelo de ratas hipertensas
(Zhong et al., 2008).

Actualmente, en nuestro grupo de investigacion hemos identificado distintos péptidos
bioactivos derivados del analisis proteémico del EDLc mediante analisis bioinformaticos
especificos (ver capitulo V). Por ejemplo, el péptido VEGY que ha sido reportado como
péptido antihipertensivo por Admassu y colaboradores en el 2018, se identificé en péptidos
pertenecientes a las proteinas LRP1, ARPC4 y DHX9. Asimismo, el péptido YIGSR que ha
mostrado un efecto inhibitorio en el crecimiento tumoral y en la metastasis por la induccién
de apoptosis (Yoshida et al., 1999) se identificé en la proteina LAMB1. De igual manera,
otros péptidos que han demostrado poseer la capacidad de regular la glucosa en personas
diabéticas, como los péptidos RPYL (Cicero et al., 2017), GPGAy GPAE (Oseguera-Toledo,
et al., 2015), fueron identificados en las proteinas PSMA2, aminopeptidasa B y EEF2,
respectivamente. El proceso del sistema renina-angiotensina-aldosterona también puede

ser regulada por distintos péptidos bioactivos, la enzima ECA es la principal reguladora de
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este sistema y es inhibida por los péptidos LPHF (Chatterjee et al., 2018), MKP (Majumder
et al., 2003) y SVAR (Lafarga et al., 2016), se encontraron en las proteinas SNRNP200,
SPTANT1 y plastina 1, respectivamente.

ABSORCION DE LOS PEPTIDOS BIOACTIVOS

Como hemos visto a lo largo de este capitulo, existe un gran cimulo de evidencias in
vitro de los efectos bioldgicos de diversos péptidos bioactivos, sin embargo, es importante
sefialar que dichos péptidos estan sujetos a la degradacion y modificacion en el intestino,
en el sistema vascular y en el higado. Lo que sugiere que deben ser capaces de superar
las barreras y alcanzar su 6rgano blanco en una forma activa (Kitts y Weiler, 2005).
Diversas investigaciones han demostrado que péptidos con 2-6 aminoacidos se absorben
mas facilmente en comparacién a las proteinas y aminoacidos libres. Otro grupo de
investigadores han descrito que los pequefios (dipéptidos y tripéptidos) y grandes (10-51
aminoacidos) péptidos pueden cruzar intactos la barrera intestinal y presentar sus funciones
biolégicas a nivel tisular. Sin embargo, a medida que el peso molecular de los péptidos se
incrementa, su oportunidad de pasar la barrera intestinal disminuye. Ademas de esto, se ha
descrito que la presencia de prolina e hidroxi-prolina contribuye de manera muy importante
en la resistencia peptidica a las enzimas digestivas, especialmente tripéptidos con Pro-Pro
en el extremo C-terminal son resistentes a las peptidasas especificas de prolina (Chauhan
y Kanwar, 2019). La literatura cientifica evidencia que estos péptidos pueden atravesar el
epitelio intestinal y llegar a tejidos periféricos via circulacion sistémica, pudiendo ejercer
funciones especificas a nivel local, en el tracto gastrointestinal y a nivel sistémico (Mulero-
Canovasa et al., 2011 y Peighambardoust et al., 2021). Los péptidos y proteinas pueden
escapar a la digestion y ser absorbido en una forma intacta a través del espacio intersticial
en el sistema linfatico intestinal. Sin embargo, la capacidad de los compuestos para
entrar en el sistema linfatico intestinal se ve afectada por su permeabilidad a través de los
capilares de la circulacién portal y la solubilidad de los lipidos. Se ha propuesto que los
farmacos transportados a través del sistema linfatico gastrointestinal pueden escapar del
metabolismo hepatico. Es asi como el tamafio y las propiedades estructurales moleculares,
tales como la hidrofobicidad, afectan a la ruta de transporte importante para los péptidos
(Chauhan y Kanwar, 2019).

EFECTOS DE LOS PEPTIDOS BIOACTIVOS SOBRE LA SALUD

Aunque existen diversos farmacos para curar o aletargar el progreso patologico
en ciertas enfermedades en los seres humanos, sus efectos secundarios pueden ser

mayores que los beneficios. En este contexto, los péptidos derivados de proteinas de
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origen alimenticio tienen un potencial muy importante como alternativas naturales a los
medicamentos (Nongonierma y Fitzgerald, 2015 y Torres-Llanez et al., 2005).

Como se menciond anteriormente, la actividad biologica dependera de la secuencia
de aminoacidos que conformen los péptidos hidrolizados, estos tendran la capacidad de
regular diversos procesos fisiologicos, alterando el metabolismo celular y actuando como
hormonas o neurotransmisores a través de interacciones hormona-receptor y cascadas
de sefalizacion. También pueden ejercer su accion sobre la regulacion del metabolismo,
controlando las glandulas de excrecion, ajustando la presion arterial, ejerciendo efectos
sobre el suefio, memoria, dolor, apetito y ciertos efectos sobre el sistema nervioso central
(SNC) (Mulero-Canovasa et al., 2011 y Peighambardoust et al., 2021). Dependiendo de su
secuencia de amino&cidos, estos péptidos bioactivos pueden tener un impacto significativo

que podemos englobar en 4 ambitos de la salud (Fig. 1).
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Figura 1.Péptidos bioactivos y sus funciones vitales sobre la salud en un organismo.

Actividad antioxidante
Este grupo de compuestos no solo son importantes en la prevencion de la oxidacion
en los alimentos, sino también es fundamental su participacion en evitar la oxidacion

de proteinas, lipidos y otras moléculas de la célula. Estos péptidos interactian con los
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radicales libres, producto del metabolismo, evitando que las especies reactivas de oxigeno
0 nitrbgeno se unan a moléculas de la membrana plasmética, el citosol y el nicleo, entre
otros (Mulero-Canovasa et al., 2011).

Diversos estudios han mostrado que los péptidos antioxidantes son inhibidores
de la peroxidacion de lipidos y a su vez quelantes de iones metalicos. Ademas, se ha
reportado que estos péptidos son capaces de activar y modular el sistema antioxidante
enddgeno, regulando la superoxido dismutasa, la catalasa y la glutation peroxidasa, entre
otras (Peighambardoust et al., 2021, Kitts y Weiler, 2005 y Sanchez y Vazquez, 2017).

Diversas circunstancias metabolicas generan la sobreproduccion de ciertas especies
reactivas de oxigeno y especies reactivas de nitrébgeno, que, al superar la capacidad del
sistema antioxidante para eliminarlas, da como resultado el estrés oxidativo. El cual es un
promotor fundamental para el desarrollo de una variedad muy importante de enfermedades
cronico-degenerativas (Chauhan y Kanwar, 2019).

Los aminoacidos con residuos aromaticos pueden donar electrones a las moléculas
reactivas deficientes en ellos. Se propone que la actividad antioxidante de los péptidos
aromaticos esta en relacion con el atrapamiento del grupo peroxilo de los lipidos, donando
el radical hidrogeno o a través de la capacidad quelante del grupo imidazol. Por otro lado,
el grupo SH presente en las cisteinas tiene una accion antioxidante per se, debido a su
interaccion directa con los radicales. Por otra parte, se ha demostrado que la digestion de
la caseina produce péptidos fosforilados que presentan actividad antioxidante hidrofilica
y lipofilica debido a la quelacion de iones metélicos como a la extincién de las especies
reactivas de oxigeno (Aluko, 2015 y Clare y Swaisgood, 2000).

Es asi como se han disefiado péptidos sintéticos a partir de la estructura de un
péptido antioxidante (Leu-Leu-Pro-His-His), producto de la digestion de una proteina de la
soya (Chauhan y Kanwar, 2019).

Otros péptidosbioactivos,como VECYGPNRPQF, WYSLAMAASDI, LVNPHDHQNLK,
WYSLAMAASDI, poseen actividad quelante y por lo tanto, ejercen un efecto antioxidante
(Lo et al., 2016, Boutrou et al., 2015 y Nongonierma y Fitzgerald, 2015).

Escudero y colaboradores en el 2013 identificaron la alta capacidad antioxidante del
péptido GLAGA proveniente del jamoén curado espafol y Xing y colaboradores en el 2016
obtuvieron el péptido DLEE de carne (muUsculo) de bovino. Nosotros hemos encontrado en
los analisis bioinformaticos realizados que ambos péptidos estas presentes en el EDLc, el
primero se encuentra en las proteinas talina 1 y VPS13A, mientras que el péptido DLEE en
las proteinas KRT2, proteina disulfuro isomerasa, CAPZA2, RALB, OGDHL-2, calmodulina,
factor de elongaciéon 2 y KIF15. Bougatef y colaboradores en el 2010 obtuvieron siete

péptidos bioactivos de la sardina. Las secuencias de aminoéacidos de los siete péptidos
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fueron: LARL, GGE, LHY, GAH, GAWA, PHYL y GALAAH. Todos los péptidos fueron <600
Day se consideraron nuevos péptidos antioxidantes. Reportaron que el péptido LHY mostr6
la mayor actividad de eliminacién de radicales evaluada por DPPH, con la capacidad de
eliminar el 63% del radical presente al usar una concentracion del péptido de 150 pg/mi.
LHY se identificd en las secuencias peptidicas de las proteinas filamina Ay C, proteina SET,
talina 1, SEPTINA2, glutation s-transferasa y MACF1 encontradas en el andlisis del EDLc.
El tetrapéptido LARL fue identificado en anexina A6, LAMB1, ANP32E y OGDH-2. Mientras
que el dipéptido GGE se localiz6 en las proteinas Rab GDP, HSP70, proteina Z, hnRNP
1, proteina disulfuro isomerasa, DDB1 y profilina 2, entre otras. El tripéptido GAH también
se encontr6 en diversas proteinas del EDLc como GNPDA1, HNRNPA2B1, fibronectina,
glutation S-transferasa y MAT2A. Y finalmente, el péptido GAWA solo se identificd en la

proteina malectina.
Actividad Antimicrobiana

El modo de accion y efectividad de estos péptidos biolégicamente activos como
agentes antimicrobianos varian de acuerdo con sus caracteristicas estructurales, tamafo,
composicién de aminoacidos, carga, hidrofobicidad y estructura secundaria. Estos péptidos
estan constituidos por cadenas cortas de aminoacidos con caracteristicas hidrofébicas
y carga positiva, lo que les permite alterar la bicapa lipidica de los microorganismos al
intercalarse en ella de manera similar a como lo hacen las proteinas formadoras de canal, lo
cual conlleva a la muerte de la célula debido a la pérdida de iones y sustancias metabdlicas
(Perumal et al., 2013). La sangre coagulada bovina, un subproducto de los mataderos, se
ha descrito como una rica fuente de péptidos antimicrobianos. Se ha obtenido al péptido
TKSKYR a partir de la hemoglobina, este es un péptido antimicrobiano hidrofilico de tamafio
pequeio (653 Da) que ademas presenta un efecto conservante de la carne reduciendo la
oxidacion de los lipidos en un 60% para retrasar el enranciamiento de esta. Ademas, el
péptido inhibio el crecimiento microbiano bajo refrigeracion durante 14 dias. Estos efectos
antimicrobianos de los péptidos eran similares a los del BHT (butylated hydroxytoluene)
(Przybylski et al., 2016).

La identificacion de péptidos antimicrobianos, a la luz de la amplia aparicion de
cepas resistentes a los antibioticos convencionales, vislumbra un amplio y promisorio
campo de accion e investigacion que podria llevar al descubrimiento de nuevas moléculas
para el tratamiento de multiples enfermedades. Jang y colaboradores en el 2008, evaluaron
el efecto antimicrobiano del tripéptido FHG, encontrando que este es capaz de inhibir el
crecimiento de la cepa Pseudomonas aeruginosa, interesantemente, el analisis protedmico
y bioinformatico del EDLc mostr6 que este tripéptido esta presente en las proteinas plastina
2, PTK y HNRPH3 y glutamato deshidrogenasa.
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Actividad Opiacea

Los péptidos con actividad opiacea (endégenos o exdgenos), también llamados
exorfinas, se definen como péptidos que presentan afinidad por receptores opiaceos y
actan como moduladores exdégenos de la motilidad intestinal, permeabilidad epitelial
y de la liberacién de hormonas (Mulero-Canovasa et al., 2011 y Zioudrou et al., 1979).
El objetivo principal del estudio de los opioides ha sido el tratamiento del dolor, estos
activan receptores especificos del SNC ejerciendo un efecto analgésico, tal es el caso
de la morfina. Los péptidos bioactivos derivados de las proteinas de la leche pueden
funcionar como exorfinas. Estos poseen actividades farmacoldégicas homélogas a las de
la morfina y la naloxona (Gobbetti et al., 2002). Otro ejemplo de la funcion opioide son la
casomorfinas, estas pueden producir analgesia, modular el comportamiento social, influir en
el metabolismo posprandial al estimular la secreciéon de insulina y somatostatina, ademas
de favorecer la absorcion gastrointestinal de nutrientes al prolongar el tiempo de transito
gastrointestinal y ejercer un efecto antidiarreico (Meisel y Schlimme, 1990). El tetrapéptido
YGLF que es obtenido de las proteinas de la leche (Meisel, 1999) y ha mostrado poseer

actividad opioide, esta presente en proteina talina 2 del EDLc.

Metabolismo energético

En la actualidad existen diversos medicamentos hipoglucemiantes orales que se
encuentran agrupados segun su principal mecanismo de accién, por ejemplo, secretagogos
de insulina, reductores de la produccion hepatica de glucosa, sensibilizadores de la insulina
e inhibidores de las a-glucosidasas intestinales (Patil et al., 2020).

Algunos de estos farmacos se presentan efectos secundarios, entre los que destacan;
riesgos cardiovasculares, disfuncion endotelial, resistencia a insulina y produccion de
radicales libres, entre otros. Este hecho puede ser aminorado de manera importante, al
emplear secuencias especificas que promuevan la actividad hipoglucemiante.

Recientemente, se ha reportado la actividad y los mecanismos moleculares
de péptidos bioactivos como reguladores de la glucosa, esto es posible al inhibir a las
a-glucosidasas, a-amilasa y dipeptidil peptidasa-Inhibidores IV (DPP-1V), en contraste
también son capaces de inducir la secrecion de incretinas, insulina y captacion de glucosa,
ademas de disminuir la produccion de esta (Patil et al., 2015).

Un magnifico efecto especifico es el descubrimiento del péptido MC2-1-5 cuyos
primeros 10 aminoacidos en posicion N-terminal corresponden a la secuencia GHPYYSIKKS
aislada de Momordicacharantia. Dicho péptido redujo los niveles de glucosa inducida con
aloxano en ratones en un 61,70 y 69% a las 2 y 4 horas posterior a su administracion a

dosis de 2 mg/kg. La evaluacion de tolerancia a la glucosa oral mostré que el MC2-1-5
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produjo una reduccién del nivel de glucosa de 25, 50, 39, 62 y 41.74% después de 1, 2y
3 h de administracion oral respectivamente, comparado con un grupo control (Yuan et al.,
2008).

Otros péptidos bioactivos reportados que regulan la glucosa en sangre son el
dipéptido WV (aislado de caseina), este bloquea a los inhibidores de la enzima a- amilasa
dipeptidil peptidasa-Inhibidores IV (-1V), lo que induce la activaciébn de DPP (a-amilasa
dipeptidil peptidasa) e incretinas, las cuales en conjunto incrementan la secrecién de
insulina y la disminucion de la glucosa (Arrutia et al., 2016).

Se identificaron 129 repetidos del dipéptido WV en las secuencias de las proteinas
del EDLc, algunas de estas son plastina 2 y 3, SPTAN1 y triosa fosfato isomerasa, entre
otras. El tetrapéptido GPAE (gelatina de piel de salmoén) se localizé en el EDLc, en
secuencias peptidicas de la filamina A, C, y del factor de elongacion 2, este también bloquea
a los inhibidores de la DPP (Li-Chan et al., 2012). Los mismos autores encontraron que el
tetrapéptido GPGA (gelatina de piel de salmon) tiene el mismo efecto, este se identific en
las secuencias de la filamina B, la aminopeptidasa B y RAB1C.

De la misma manera, Morato y colaboradores en el 2013 aislaron de la piel de salmén
el dipéptido LI, el cual induce la translocacion del receptor Glut 4 (proteina transportadora
de glucosa regulada por la insulina) a la membrana plasmatica. El dipéptido también se
localiz6 en secuencias peptidicas del EDLc, entre ellas la Glutamil aminopeptidasa, la
MACF1 y ARV1.

Actividad hipocolesterolémica

La dislipidemia, caracterizada por concentraciones elevadas de lipidos en suero,
constituye un factor de riesgo muy importante para el desarrollo de enfermedades
cardiovasculares. El efecto hipocolesterolemiante de los péptidos bioactivos se atribuye
a dos acciones principales: i) los péptidos bioactivos inhiben la absorcién del colesterol,
posiblemente debido a que evitan la solubilidad micelar del mismo y Il) algunos péptidos
pueden incrementar la concentracion o el nimero de los receptores LDL que estan
cronicamente suprimidos por la hipercolesterolemia (Peighambardoust et al., 2021,
Sanchez y Vazquez, 2017 y Kitts y Weiler, 2005).

Se ha identificado una actividad hipocolesterolémica en la soya y particularmente en
un péptido bioactivo obtenido de ella que estimula la secrecién de acidos biliares, el cambio
en el metabolismo del colesterol en el higado y la regulacién de los receptores de colesterol.
Sin embargo, es relevante mencionar que estos efectos identificados in vitro no pueden
extrapolarse de manera directa al ser humano en virtud de que se tiene que considerar la
biodisponibilidad del péptido bioactivo, ya que los péptidos tienen que permanecer activos

durante la digestion de las proteasas en el estbmago y ser transportados a través de la
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pared intestinal a la sangre (Wergedahl et al., 2004).

Diversos estudios han observado que hidrolizados de proteina de soya mostraron
una disminucion del colesterol plasmatico que emplear las proteinas de soya completas
e intactas. Ademas de los péptidos derivados de la soya, otros péptidos bioactivos con
efecto hipocolesterolémico han sido obtenidos a partir de B- Lactoglobulina, hidrolizado de
proteina de carne de cerdo y proteina vegetal (Mulero-Canovasa et al., 2011).

También se ha sugerido que existen biopéptidos de origen lacteo que influyen
sobre la regulacion del colesterol sérico, tal es el caso de la lactostatina (derivada de la
B- lactoglobulina), que administrada oralmente disminuyé significativamente los niveles
de colesterol sérico total en animales modelo. Sin embargo, no se conoce con certeza
cdmo actlan estos, se cree como se menciond anteriormente que disminuyen la solubilidad
micelar del colesterol, es decir, reducen su absorcion intestinal. Sin embargo, también se
ha propuesto que induce la transcripcion de la enzima colesterol-7-hidroxilasa, responsable
de metabolizar el colesterol (Peighambardoust et al., 2021). Se ha obtenido distintos
péptidos bioactivos hipocolesterolémicos, uno de ellos es el tetrapéptido HIRL (Yamauchi
et al., 2003), este se encuentra en la proteina WDR61 del EDLc, otro péptido con la misma
funcion es el tripéptido DPR, el cual se encuentra en el EDLc en las proteinas laminina
B 1, N-acetilglucosamina-6-sulfatasa, coronina 6, y KASH5. En el afo 2013, Zhang y
colaboradores reportaron que el pentapéptido LPYPR aislado de la soya incrementd la
concentracion de la proteina LDL en circulacién, induciendo el transporte de colesterol
desde el higado hacia otros tejidos. Este péptido se identifico en la proteina AP1B1 del
EDLc. Una enzima clave en la biosintesis de colesterol es la HMG-CoA reductasa, esta
es el blanco de las estatinas (inhibidores del colesterol), el tetrapéptido LPYP se demostrd
que inhibe HMG-CoA reductasa (Lammi et al., 2015), este péptido se localizd en la proteina
PIEZO1 del EDLc.

Actividad Antitrombética

La trombosis consiste en la formacion de coagulos que obstruyen el flujo sanguineo
ocasionando isquemia e infarto de 6rganos. En la trombosis arterial, la activaciéon de
plaguetas y lesiones de la pared del vaso son los factores preponderantes para la formacion
de trombos ricos en plaquetas, presentando manifestaciones a nivel cardiovascular y
neurovascular. En la trombosis venosa, la estasis sanguinea y la consecuente activacion
de la coagulacion, se consideran factores principales en la formacién de trombos ricos en
fibrina y hematies (Raskob et al., 2014).

La busqueda de nuevos agentes antiagregantes que inhiban la funcién plaquetaria
es de fundamental importancia dado que existe un gran numero de personas con

padecimientos trombéticos. Se ha reportado que las proteinas del suero como algunas
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caseinas liberan biopéptidos que inhiben la formacion de trombos, asi como también
inhiben el factor dependiente de inhibicion plaquetaria (Peighambardoust et al., 2021). Por
ejemplo, la agregacion plaquetaria puede ser inhibida por péptidos bioactivos, los cuales
poseen estructura analoga con el fragmento 400-411 de la cadena g del fibrindgeno, de tal
modo que estos inhiben la unién del fibrinbgeno con su receptor plaquetario, resultando en
el bloqueo de la formacién del trombo (Carrasco y Guerra, 2010).

El tetrapéptido KRDS, aislado de lactoferrina humana, ha demostrado actividad
antitrombética (Drouet et al., 1990). Este péptido se encuentra en la estructura de la
proteina EIF4G3 del EDLc. De igual forma, el tripéptido SQL aislado del ciempiés inhibe
la agregacion plaquetaria inducida por difosfato de adenosina, la trombina, la epinefrina
y el colageno, ademas disminuye la formacién de trombos en un modelo de trombosis
arterial inducida por cloruro férrico en ratas (Su et al., 2015). SQL lo poseen varias de
las secuencias peptidicas que componen el EDLc, entre ellas: plastina 2, y-enolasa,
HNRNPH1, filamina Ay B, histona H4 y talina 1. De igual modo, el tripéptido WGC ha sido
aislado de Scutellaria baicalensis Georgi y ha mostrado poseer un efecto antitrombético
(Ku et al.,2014). También, se han reportado péptidos con actividad antiplaquetaria aislados
de soya, estos inhiben la agregacién plaquetaria en ratas inducida por el ADP, entre ellos, el
tetrapéptido SSGE y DEE (Lee, 2005). El primero se encuentra en el EDLc en las proteinas
HMOX1, mioferlina y GFAP, ademas, DEE se encuentra en diversas proteinas del EDLc,
entre ellas: plastina 2, DDX39A, exportina 2, LRP1, MAT2A y KASH5.

Actividad hipotensora

El control de la presion arterial esta asociado fuertemente con el sistema renina-
angiotensina-aldosterona. Por lo que se ha convertido en un objetivo clave para la lucha
contra la hipertension. La hipertension es un importante problema actual de salud, en
todo el mundo constituye uno de los principales factores de riesgo asociados a diversas
enfermedades cardiovasculares, tales como infarto al miocardio y la insuficiencia cardiaca.
Los farmacos antihipertensivos convencionales poseen multiples efectos secundarios
adversos. Varias proteinas aparte de su papel nutricional contienen secuencias de péptidos
capaces de regular rutas fisiolégicas especificas (Borer, 2007). Se han encontrado algunos
péptidos inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina (ECA), que, aunque tienen
una menor actividad inhibidora in vitro respecto a los farmacos inhibidores de la ECA, no
tienen los efectos secundarios daninos, ademés de ser mas econémicos. Lo cual indica
que los péptidos bioactivos inhibidores de la ECA se pueden utilizar como alternativas para
modular la presion arterial. Actualmente, se han identificado y aislado diversos péptidos
bioactivos de diferentes fuentes capaces de inhibir a la ECA (Petrillo y Ondetti, 1982).

El tripéptido VAP obtenido de la proteina de la leche as1-caseina posee esta actividad
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(Maruyama et al.,1987), el EDLc contiene secuencias peptidicas con este péptido, entre
ellas: platina 1, TER ATPasa, filamina A, DPYSLS, talina 1, ILF2, y aminopeptidasa A. Otro
tripéptido bien caracterizado es IPP (isoleucina-prolina-prolina), este posee una IC50 de
9,0 umol sobre la ECA (Ueno et al., 2004 y Nakamura et al., 1995). Este tripéptido se
encuentra en el EDLc, es secuencias de las proteinas Hspa5, HSPA8, HSPA2, catepsina B
y poliubiquitina C. Por otro lado, el tripéptido YGLF es aislado de la proteina a-La de bovino
(Nurminen et al., 2000 y Mullally et al., 1996), y posee también un efecto hipotensor con
un IC50 de 733 pg/ml (94), este se encontr6 en la anexina A5, vinculina, filamina y talina 1
del EDLc.

Actividad inmunomoduladora

La actividad inmunomoduladora es de suma importancia ya que la salud
esta estrechamente correlacionada con la correcta modulacion del sistema inmune.
Actualmente, se ha documentado que diversos péptidos bioactivos son capaces de regular
el funcionamiento del sistema inmune a distintos niveles, por ejemplo, estimulando la
fagocitosis de los macréfagos o la proliferacion de los linfocitos favoreciendo la eliminacion
de microorganismos causantes de enfermedades (Gill et al., 2000).

Se ha demostrado que varias proteinas lacteas modulan la proliferacion de linfocitos
in vitro, por ejemplo, la lactoferricina B promueve la actividad fagocitica de los neutrofilos
humanos y pequefios péptidos derivados del extremo N-terminal de la a- lactalbdmina bovina
aumentan significativamente la proliferacion de linfocitos sanguineos periféricos humanos.
Sin embargo, el mecanismo por el cual estos péptidos ejercen su efecto inmunopotenciador
no se conoce en la actualidad. Una posibilidad es que estos péptidos podrian interactuar
con el tejido linfoide asociado a la mucosa intestinal (Korhonen y Pihlanto, 2005 y Vinderola
et al., 2008).

Los péptidos bioactivos derivados de alimentos con propiedades inmunomoduladoras
mas estudiados, son aquellos que proceden de la leche, de la jalea real, del arroz, de la
soya, del trigo y del pimiento. También se han aislado péptidos que estimulan la proliferacién
de monocitos humanos y que en general, estimulan la inmunidad innata (Mulero-Canovasa
et al., 2011). Se ha sugerido que otros péptidos aminoran reacciones alérgicas, potencian
la actividad de los linfocitos y mejoran la respuesta inmune contra microorganismos como
Klebsiella pneumoniae (Peighambardoust et al., 2021). También otros son capaces de
disminuir la expresion de citocinas proinflamatorias tales como: MAPK, NF-kB, COX2
y RAS, asi como incrementar TGF- e IL-10, resultando en un efecto antiinflamatorio
(Chakrabarti, 2014).

Distintos péptidos bioactivos han sido reportados con actividad antiinflamatoria, entre

ellos se destacan cuatro péptidos aislados de ciervo Cervus elaphus Linnaeus (Lassoued
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et al., 2015). El primero es el dipéptido VH, del cual identificamos 257 repetidos en las
proteinas que contiene el EDLc, entre ellas: SPTAN1, HSPA2, TIM, vinculina, espectrina
y glutation reductasa. El segundo péptido es el tripéptido LAN, el cual lo identificamos en
33 repetidos en distintas proteinas del EDLc, entre ellas: espectrina 1, vinculina, talina 1,
GNPDA1, DDB1, importina 1, catepsina B y prostaglandina E sintasa. Por otro lado, los
péptidos bioactivos IRW e IQW obtenidos de la ovotransferrina, reducen la expresion de
ICAM-1/VCAM-1, los cuales son esenciales en el anclaje y extravasacion de leucocitos y
promueven la regulacién negativa de la expresion de proteinas inflamatoria inducidas por
citoquinas en el endotelio vascular a través de la modulacion de la via NF-kB (Majumder
et al., 2013). IRW se localiza en la proteina aconitato hidratasa del EDLc e IQW en LRP1,
transgelina 6 y MACF1.

Otros tripéptidos mencionados anteriormente caracterizados como antihipertensivos
son VPP (disminuye el reclutamiento de leucocitos y modula la adhesion de monocitos
al endotelio vascular) e IPP (antiinflamatorio), también han mostrado ser mediadores
antiinflamatorios (Chatterton et al., 2013). Estos se identificaron en distintas secuencias del
EDLc como se mostr6 con anterioridad.

Otros péptidos bioactivos han demostrado ser fundamentales en el control de los
niveles de citocinas o quimiocinas, la reduccion del estrés oxidativo y la reversion del dafio
tisular observado en modelos animales de colitis, lo que sugiere posibles aplicaciones en
el tratamiento de enfermedades inflamatorias intestinales. Uno de estos es el tripéptido
VPY (Kovacs-Nolan et al., 2012), el cual se encuentra en la aminopeptidasa, PTK, UBA1,
ERCCS8, peregrina y MACF1 del EDLc.

Por otro lado, el tetrapéptido FELL fue aislado de la proteina CABS1 de humano
(Laurent et al., 2015), el cual previene la acumulacién de neutrofilos en el liquido
broncoalveolar, este péptido lo identificamos en las proteinas SNRPD1, aminopeptidasa B
y ANP32E del EDLc. Y finalmente, el tripéptido GLF que ha sido reportado como un potente
inmunomodulador (Kamau, 2010), lo encontramos en la enolasa 1, Rab GDP, talina 1, ILF2,
DDBH1, peroxiredoxina 1 y ALDH9A1.

Actividad Anticancerigena

Se ha sugerido que algunos péptidos de la soya evitan que las células cancerosas
absorban los compuestos necesarios para su proliferacion y, ademas, evitan la acetilacién
de las histonas, impidiendo su alta tasa de proliferacion. Algunos péptidos fosforilados
obtenidos de las caseinas (caseinofosfopéptidos) tienen la capacidad de enlazar cationes
como zinc, calcio o hierro haciéndolos mas estables en diferentes condiciones fisicoquimicas,
lo que facilita su absorcion intestinal. En otro estudio se observé que el concentrado de

péptidos de proteina lactea causaba apoptosis (muerte celular programada) de las células
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cancerosas (HT-29) presentes en el colon (Seber et al., 2012, Peighambardoust et al.,
2021).

Por otro lado, el pentapéptido YIGSR fue identificado por lwamoto y colaboradores
en 1987, el cual es capaz de inhibir el crecimiento tumoral, la metastasis e inducir la
apoptosis. De manera interesante, YIGSR esta contenido en la proteina laminina- Beta-
1 del EDLc. Cuatro péptidos bioactivos FHG, GFHI, DFHING, y GLSDGEWQ obtenidos
de la carne bovina poseen actividad citotdxica y antiproliferativo sobre la linea celular de
cancer de mama MCF-7 (Jang et al., 2008). Interesantemente, el primero lo identificamos
en distintas proteinas del EDLc, tales como: plastina 2, PTK, HCIl y PSMB1.

De la misma forma, se ha encontrado que el tripéptido KLH de la hemocianina de
lapa californiana, posee distintas propiedades incluida la actividad inmunoestimuladora,
antitumoral y antimicrobiana (Harris y Markl, 2000). Particularmente, el tripéptido inhibe
significativamente el crecimiento de diferentes células cancerosas in vitro, entre ellas:
células de cancer de mama dependientes de estrégenos (MCF-7), cancer de mama
independiente de estrégenos (ZR75-1), células de cancer de pancreas (PANC-1), células
de cancer de prostata (DU145) y células de adenocarcinoma de eséfago de Barrett (SEG-1
y BIC-1) (Riggs et al., 2002 y McFadden et al., 2003).

Ademas, un andlisis de citocinas reveld que KLH afecta directamente la produccion
de mediadores inflamatorios y proapoptoticos celulares. También, KLH aumenta la actividad
apoptotica temprana en células MCF-7, (Lamm et al., 1993 y Riggs et al., 2002). Este
tripéptido se encuentra en distintas proteinas del EDLc, como espectrina 1, vimentina 1,
coronina 1y 6, ACADVL, metanotiol oxidasa, MACF1, y VPS13.

Definicién y origen de los péptidos bioactivos

18



EXTRACTO DIALIZABLE DE LEUCOCITOS (EDL) Y SUS
EFECTOS EN DISTINTAS PATOLOGIAS

El EDL fue descubierto en 1954, aunque se empez06 a utilizar con fines terapéuticos
hasta fines de los sesentas y principios de los setentas. Sin embargo, hasta hace menos de
dos décadas, a pesar de sus beneficios, no se habia podido demostrar su identidad quimica
claramente y no se habian estudiado patologias especificas de manera reproducible en
modelos celulares o animales en los que se pudieran demostrar sus efectos.

Los primeros articulos sobre el EDL, antes llamado factor de transferencia, llegaron
a México en 1983 cuando el doctor Sergio Estrada Parra comenzé a divulgarlos entre
la comunidad médica. En ellos se describia un tratamiento muy eficaz para candidiasis
mucocutanea grave y coccidiodomicosis diseminada, empleando factor de transferencia.
Cabe mencionar que se le nombré asi, porque histéricamente se pensaba que era una
molécula de bajo peso molecular y que era capaz de transferir inmunidad de un organismo
que presentaba una respuesta inmune protectora a un organismo susceptible no expuesto
previamente al patdgeno. Sin embargo, se desconocia totalmente su composicion.

En México el Instituto de Enfermedades Tropicales y muy particularmente el doctor
Oscar Velasco Castrejon era el encargado de la investigacion y tratamiento de este tipo
de enfermedades (Candidiasis mucocutanea grave y coccidiodomicosis diseminada), las
cuales eran consideradas raras y muy pocos médicos sabian tratarlas. Velasco fue un
pionero en nuevos tratamientos, traducidos en efectos muy benéficos para los pacientes
mas complicados. Es asi, que el Estrada le propone a Velasco utilizar el “factor de
transferencia” en sus pacientes mas graves. Velasco realizd un estudio de 35 pacientes
con coccidioidomicosis cronica, encontrando que 32 de ellos tuvieron una evidente mejoria
tanto clinica, como en sus parametros inmunolodgicos, elevando el porcentaje de linfocitos
T y haciéndose positivos a la coccidioidina (Velasco et al., 1974).

En 1980, Dos Reis y colaboradores trataron con factor de transferencia a un paciente
con Leishmaniasis cutanea difusa, observando mejoria clinica evidente y normalizacion de
la cuenta de linfocitos T. Posteriormente, en 1983 aplicando el “factor de transferencia”
en pacientes tuberculosis pulmonar avanzada reporté una mejoria clinica muy clara,
observando inclusive una mejoria en algunas de las imagenes radiol6gicas pulmonares
(Estrada- Parra et al., 1983).

En 1985, analizaron mas de 100 pacientes con herpes zoster postratamiento con
el ahora llamado EDL y observaron una mejoria y rapida evolucién del cuadro clinico, con
un minimo de secuelas, disminucién del dolor e involucién de las lesiones después de las

primeras 24 horas, teniendo franca mejoria después de las 48 h. (Cabezas et al., 1990).

Extracto dializable de leucocitos (EDL) y sus efectos en distintas patologias

19



En 1990 se demostr6 uno de los posibles mecanismos de accion del efecto clinico
del EDL en pacientes infectados con Herpes zoster, al comprobar el aumento en los niveles
de INF-y y en la cuenta de linfocitos T-CD4 (Cabezas, et al., 1990).

De manera paralela, en un estudio en pacientes asmaticos, realizado con el Centro
de investigaciones Médico-Quirurgicas (CIMEQ) en la Habana de Cuba, se observo que,
de un total de 250 pacientes, los cuales tenian en promedio 7 crisis asmaticas por mes, un
60% de ellos dejo de presentar crisis asmaticas, 23% disminuyeron a 2 crisis asmaticas por
mes y el 17% aunque no disminuyeron sus crisis, estas fueron mas tenues y manejables.
Lo anterior fue estrechamente correlacionado con la disminucién de las concentraciones
de IgE (Cabezas et al., 1988).

A partir de este estudio y con la finalidad de implementar una planta para la obtencién
y produccién del EDL de manera farmacéutica en México, Estrada tomo la iniciativa para
dirigir el proyecto en el Instituto Politécnico Nacional con la colaboracion del QBP Carlos
Adolfo Pérez de la Mora, quien por su amplia experiencia en producciéon de biol6gicos
aport6 los conocimientos necesarios para formular, dosificar, concentrar y liofilizar el EDL
en condiciones farmacéuticas apropiadas. Con dicho proceso se logrd por primera vez,
conservar los péptidos del EDL en un ambiente estable y de facil manejo, lo cual permitio
que se pudiera estudiar de manera sistematica. El proceso de produccién fue patentado y
la aportacion acreedora del Premio Nacional a la Investigacion Politécnica en 1991.

A partir de este desarrollo se iniciaron en México varios grupos de investigacion en
torno al EDL dentro y fuera del Instituto Politécnico Nacional, los cuales han publicado sus
hallazgos en diversas patologias.

Pineda y colaboradores en el 2005 observaron una reduccion significativa de los
tumores en gliomas malignos en ratas, ademas del aumento de linfocitos CD2+, CD4+,
CD8+ y células NK. Sin embargo, debido a la complejidad en la composicion del bioldgico,
y a la ausencia de datos concluyentes sobre los mecanismos de accion a nivel molecular,
el uso generalizado del EDL en pacientes con cancer, se ha visto limitado. Recientemente,
diversos grupos han realizado protocolos de investigacion para determinar los efectos
biolégicos del EDL en células cancerigenas y determinar su papel coadyuvante en el control
neoplésico, junto con los inductores apoptoticos. Lo anterior con la finalidad de activar una
respuesta inmunitaria contra las células cancerosas (Martinez-Torres et al., 2020).

El doctor Fudenberg en 1976 describi6 como el EDL incrementaba la citotoxicidad
mediada por células en osteosarcoma. En tanto, el grupo del doctor Pizza, trataron con EDL
un grupo de pacientes con cancer de prostata que no respondian adecuadamente a las
terapias convencionales, obteniendo mejoria considerable en el 44% de ellos. Asimismo,

este grupo llevé a cabo un estudio con noventa y nueve pacientes con cancer de pulmén de
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células pequenas, reportando un aumento importante en la sobrevivencia postratamiento
con EDL (p<0.02) en comparaciéon con aquellos que no lo recibieron (Pizza et al., 1996).

Otros estudios han utilizado el EDL en la practica clinica desde hace mas de 25 afos,
439 pacientes con infecciones virales, 643 con cancer, 287 con lesiones fungicas, 74 con
sindrome de fatiga crdnica, 51 pacientes con SIDAy 153 con enfermedades autoinmunes,
cuyos resultados en mayor o menor grado se reportan satisfactorios a nivel clinico, aunque
es importante mencionar que algunos de dichos estudios adolecen de ser estudios bien
controlados que permitan obtener conclusiones robustas. Un nUmero importante de estudios
en pacientes con cancer que recibieron un tratamiento con quimioterapia convencional, y
el EDL como adyuvante sugieren que aumenta la eficacia y la tolerabilidad a la radio y la
quimioterapia, observando que el nimero de complicaciones fue significativamente menor.
En la siguiente tabla se enlistan algunos de los estudios publicados del uso del EDL en
diversas enfermedades, asi como los efectos principales observados (Krishnaveni et al.,
2013).

Enfermedad Efectos Referencias
. Incremento de la citotoxicidad Fudenberg, 1976, Steele et
Osteohs;rcgsrgﬁr,]vg)l(celay mediada por células. Mejoria de la al., 1980, Steele et al., 1976,
P P funcion de las células T y Viza et al., 1986

Los niveles de C3 regresan a la
normalidad, no hay infecciones

Sindrome de Wiskott nuevas, ausencia de eczema

Levin et al., 1970

Se reduce el tamafio del tumor,
aumenta las cuentas de células

Glioma apoptoticas: CD2+, CD4+, CD8+y Pineda et al., 2005
células NK
Cancer de prostata Aumenta la expectativa de vida Pizza et al.,1996

Aumenta la cuenta de células T

VIH cooperadoras y T citotoxicas Raise et al., 1996
Cancer de pulmoén Mayor sobrevivencia Pilotti et al., 1996
Hepatitis C Estimula las células Th1, que ayuda a | Milich et al., 1998 y Masi et
P eliminar particulas virales al., 1996
Candidiasis mucocutanea Restaura la inmunidad celular Tsai et al., 1997

crénica

Tabla I. Publicaciones en donde se ha empleado el EDL como adyuvante en diversas patologias
(Krishnaveni et al., 2013).
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En el afo 2007 nuestro grupo de investigacion dirigido por el doctor Pérez-Ishiwara,
inici6 la investigacion sistematica del FACTRAN enfocando los estudios particularmente a la
caracterizacion de sus componentes y a la determinacion de los mecanismos de accion en
distintos modelos animales e in vitro con la finalidad de comprobar los efectos terapéuticos
que los médicos habian observado a lo largo de 20 afos de su uso.

Actualmente, como ya se muestra en el capitulo IV, hemos caracterizado mediante
estudios de protedmica la composiciéon del EDLc y se han realizado diversos estudios a nivel
molecular en diferentes modelos de enfermedad, evidenciando su actividad antiinflamatoria
como principal eje de su efecto terapéutico (ver capitulos V-VII).

En el 2016 se realizaron investigaciones para demostrar el efecto antiinflamatorio en
un modelo de ratas a las que se les gener6 artrosis mediante un procedimiento quirurgico.
Los analisis de la expresion de citocinas por RT-MPCR mostraron la sobreexpresion del
factor de crecimiento derivado de plaquetas, del interferén-0O y del factor de crecimiento
de fibroblastos en comparacion con las ratas con artrosis sin tratamiento. La expresion
de dichas citocinas antiinflamatorias pone en evidencia el efecto benéfico del EDLc en
padecimientos en donde la inflamacién juega un papel crucial para el desarrollo patologico
de la misma (Acosta et al., 2016).

En un modelo murino de prostatitis cronica/ sindrome de dolor pélvico, se demostro
que el tratamiento con EDLc produce una disminucion de la expresion del marcador de la
superficie CD45 y de las citocinas proinflamatorias TNF-a, INF-y, IL-6 e IL-7, con lo cual se
demuestra la modulacion los efectos patologicos de la prostatitis autoinmune experimental
(Pérez-Alvarado et al., 2017).

Reciente en un estudio clinico se evidencid la actividad antiinflamatoria del EDLc
en pacientes con lesiones premalignas generadas por el virus del papiloma humano.
Se observaron cambios clinicos, histopatolégicos e inmunoquimicos inducidos por el
tratamiento con EDLc, aminorando la cervicitis cronica asociada a la infeccion por VPH.

En dicho estudio, cincuenta y cuatro pacientes mexicanas con cervicitis crénica
asociada a VPH se dividieron en dos grupos: i) pacientes tratadas con placebo vy ii)
pacientes tratadas con EDLc. Después de las evaluaciones y analisis inmunoquimicos
correspondientes se observd que en 89% de las pacientes tratadas con EDLc las
manifestaciones colposcopicas disminuyeron, mostraron un infiltrado leucocitario
decreciente y una mayor expresion de TGF-3, mientras que la expresion de INF-y, PCNA e
IL-32 disminuyeron. El estudio sugiere que la inmunidad innata de la mucosa cervical de los
pacientes se ve favorecida por el tratamiento con el EDLc (Acosta et al., 2017).

Recientemente, en un modelo murino de influenza A, explorando otras fuentes de

obtencion de EDL, reportamos que el EDL obtenido del tejido linfoide del cerdo (EDLp),
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mejora los signos clinicos, disminuye la neumonitis y la fibrosis pulmonar por la disminucion
de colagena, ademas hay disminucién de la IL-1f e IL-6, modulando la respuesta inmune
exacerbada y la inflamacioén (Pérez et al., 2022)

Desde sus inicios se ha asociado el uso del EDLc a un efecto terapéutico para
diversas neoplasias, en un estudio in vitro en células con cancer de mama expuestas a
radioterapia de 60 Co (2.66 Gys) en combinacion con el extracto EDLc, se observo la
mayor expresion de TNF-a en estas células en comparacion con las que no se trataron con
EDLc, lo que propone un aumento de la respuesta proapoptoética, es decir, se volvieron mas
sensibles a la radiacion. (Pérez Elvia, comunicacion personal).

Los beneficios del EDL se siguen documentando en todo el mundo, muy recientemente
se ha observado el aumento de la actividad fagocitica de los macrofagos en un modelo de
peritonitis en ratas Wistar, el cual indica que el EDL podria tener un papel como tratamiento
inmunomodulador para dicha enfermedad (Habar et al., 2021).

En conclusion, el uso del EDL ha mostrado su utilidad y fundamentos cientificos
para ser utilizado en diversas patologias como coadyuvante inmunolégico, debido a su
capacidad para modular la respuesta inmune innata, particularmente modulando la
respuesta inflamatoria, asi como inducir la expresion de ciertos mediadores que participan
en la respuesta inmune adquirida. Su seguridad ha sido evaluada en ensayos clinicos y de
vigilancia activa en pacientes, encontrando que no existen efectos adversos asociados a
este tratamiento (Barrios et al., 2006).

Ademas, se ha demostrado que su administracion a largo plazo es conveniente,
segura y bien asimilada en nifios y en personas mayores que tienen riesgo de desarrollar
diversos tipos de infecciones o bien alteraciones inmunologicas como alergias y asma
(Pizza et al., 1996, Jones et al., 1981).
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PROCESOS BIOLOGICOS CELULARES Y MOLECULARES
ESENCIALES PARA LA VIDA'Y SU ANALISIS BIOINFORMATICO

En los organismos superiores existen varios niveles de organizacioén biol6gica
desde el nivel atbmico hasta la conformacion de un organismo completo (Fig. 2). Toda
la materia esta conformada por atomos, estos a su vez se unen formando compuestos y
macromoléculas mas complejas como el ADN, lipidos, carbohidratos y proteinas. Estas
macromoléculas son constituyentes de organulos y estos a su vez, conforman a la célula,
las células se agrupan entre si formando tejidos, los cuales se unen entre si para realizar
una funciébn en comun como el tejido epitelial o muscular. Diferentes tejidos integran
organos que son estructuras mas complejas y que efectian funciones esenciales para
la supervivencia del organismo. Por ejemplo, el corazédn, los pulmones, los rifiones o el
cerebro (Brooks, 2021).

Para entender la funcién de un organismo completo, es fundamental conocer la
estructura y funcion de la célula, debido a que son la unidad fundamental o esencial que
conforman a todos los seres vivos, de tal modo que las macromoléculas juegan un papel
esencial en la organizacion y funciéon de esta, siendo las proteinas una de las principales
macromoléculas que ejecutan funciones vitales en las células (Koolman, 2012).

Las proteinas representan alrededor del 50% del peso seco de los tejidos y son
imprescindibles para el crecimiento del organismo, llevando a cabo una enorme cantidad
de funciones diferentes, entre las que destacan: las estructurales (colagena), las que
participan en la motilidad (actina y miosina en la contraccién muscular), en el transporte de
sustancias en los fluidos corporales (hemoglobina, transferrina, ceruloplasmina, etc.), los
biocatalizadores de numerosas reacciones biologicas (enzimas), y de manera importante
las que participan en la regulacion del sistema inmune (inmunoglobulinas y citocinas) y
aquellas que actian como reguladores en numerosos procesos de crecimiento, desarrollo
y diferenciacion celular (factores de crecimiento, factores de transcripcion, etc.) entre otras
(Khan et al., 2017). De igual modo, las proteinas son relevantes en un organismo ya que la
perdida de funcion conduce a diversas patologias (Alberts et al., 2016).

En la actualidad, existen diversas herramientas bioinformaticas que permiten
predecir las propiedades fisicoquimicas de las proteinas, asi como su estructura y como
un conjunto de estas pueden interactuar entre si bajo un umbral de probabilidad aceptada

(interactémica).
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Figura 2. Niveles de organizacion de los seres vivos.

EL PROTEOMA, DEFINICION, FUNDAMENTOS, IMPORTANCIA Y ANALISIS
BIOINFORMATICO

El “proteoma” se puede definir como el contenido total de proteinas de una célula o
de unafraccion de ellay su composicion depende de su origen, de las interacciones celulares
e intermoleculares, de las modificaciones postraduccionales y de la abundancia de cada
una de las proteinas en un momento determinado. El proteoma puede variar con el tiempo,
con los cambios ambientales, o debido al estrés que sufre una célula o un organismo en
particular (Muller, et al., 2020).

El estudio y comparacion sistematicos del proteoma en diferentes situaciones

metabdlicas o patologicas permite identificar aquellas proteinas cuya presencia, ausencia

Procesos bioldgicos celulares y moleculares esenciales para la vida y suanélisis bioinformético

25



o alteracion se correlaciona con determinados estadios fisiolégicos. Como sabemos, las
proteinas son las principales moléculas efectoras de la funcion biolégica y su abundancia
no solo depende de los niveles de ARNm, sino también del control y regulaciéon de la
traduccion de la célula. Por lo tanto, la proteémica se considera en su conjunto como una
de las informaciones mas relevantes para caracterizar un sistema biologico (Aslam et
al., 2017). Por ello, es sumamente importante la aplicacion de esta tecnologia con el fin
de obtener mecanismos moleculares ejercidos por EDL y su correlacion con los efectos
biologicos e inmunolégicos observados en la clinica. Ademéas, la informacion proporcionada
por la protedmica permite tener un conocimiento amplio, dando la pauta a evaluar distintas
patologias en modelos animales (Monti et al., 2005).

Motivo por el cual retomando diversas investigaciones de diferentes grupos en el
mundo y de las investigaciones propias de nuestro grupo realizadas con el EDLc y su analisis
OMICO nos enfocamos en la capacidad del EDLc para modular, interactuar y modificar
distintas rutas moleculares en la célula, poniendo particular énfasis en aquellas que cuentan
con evidencia experimental y relacionadas al efecto inmunomodulador y regulador genético

de diversos procesos que estan desregulados en el binomio salud-enfermedad.
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PROTEOMICA DELEDLC

Conlafinalidad de estudiar a detalle la relacién estructura-funciony la caracterizacion
de posibles péptidos bioactivos presentes en el EDLc desarrollado por la empresa
Farmainmune, iniciamos el analisis protedmico mediante electroforesis bidimensional en
el equipo de isoelectroenfoque Ethan Il. Se detectaron al menos 80 spots principales en

rangos de peso molecular de entre 38 y 6 KDa al emplear una tincién con Coomassie/plata
(Fig. 3).
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Figura 3. Anélisis proteédmico. Los circulos muestran a las proteinas principales del EDLc.

La primera interpretacion de este resultado refutaba de golpe la antigua aseveracion
de que el factor de transferencia es una mezcla de un numero reducido de secuencias
cortas de aminoécidos menores a 5 KDa (Kirkpatrick, 1993).

En un gel bidimensional cada spot corresponde a una proteina o un péptido con peso
molecular y punto isoeléctrico caracteristico, lo que indicaba que la cantidad de péptidos
superaba con mucho la hip6tesis que por décadas permanecio vigente. Es importante
mencionar que este tipo de analisis por isoelectroenfoque requeriria de la secuenciacion

aminoacidica por espectrometria de masas de cada spot de manera individual, lo cual
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hacia del estudio un proceso costoso y en el cual muy probablemente se perderian todas
aquellas secuencias poco representadas, pero no menos importantes, en el EDLc. Por
lo tanto, teniendo como premisa que muchos de los péptidos biolégicamente relevantes
pueden ser aquellos que se encuentran pobremente representados en el proteoma. Se
realiz el analisis mediante la técnica MALDI TOF-TOF.

Después de haber analizado el proteoma completo mediante el analisis
bioinformatico, se identificaron cerca de 300 péptidos, desde aquellos mayoritariamente
representados y otros con minima abundancia en el EDLc. El resultado obtenido mostr6
que el anteriormente llamado factor de transferencia es una mezcla altamente compleja
de péptidos de diversa naturaleza que corresponden a una amplia variedad de proteinas
con funciones estructurales, metabdlicas, y reguladoras de una gran variedad de procesos
celulares que, si bien es fundamental conocer y que a la fecha no se tiene reporte de un
estudio de protedmica similar, su conocimiento carece de importancia practica y médica si
no somos capaces de definir y asociar las rutas metabdlicas en las que participa, poniendo
especial énfasis en aquellas rutas que experimentalmente algunos grupos en el mundo que
hemos demostrado que el EDLc es capaz de modular funciones fisiologicas y favorecer la
coadyuvancia o resoluciéon de padecimientos especificos. De manera similar a lo presentado
por nuestro grupo, en el proceso de escritura de este libro se publicé la secuenciacion del
proteoma del transferon, coincidiendo que uno de los péptidos encontrados corresponde a
la ubiquitina, entre algunos otros péptidos.

Es fundamentar entender que la tecnologia de MALDI TOF-TOF es altamente
sensible, especifica y resolutiva, mientras que los métodos previamente empleados no
tienen estas ventajas. Como mencionamos anteriormente, el conocer la secuencia
especifica de los péptidos constituyentes del EDLc no tiene ningun significado biologico,
si no se estudia en el contexto de las moléculas bioactivas que pudiera contener y de
la funcién de estas. Motivo por el cual iniciamos una investigacion y analisis profundo
para agrupar en primera instancia por funcién los diversos péptidos identificados, para
posteriormente realizar interactomas que nos permitan definir las vias moleculares en las

que los péptidos bioactivos del EDLc pudieran modular.
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ANALISIS OMICO, MECANISMOS DE ACCION VY
BENEFICIOS PARA LA SALUD DEL EDLC

La estrategia general (Fig. 4) para el analisis bioinformatico se realiz6 con base
a los resultados obtenidos en la protedémica del EDLc. Mediante protedmica se lograron
identificar los distintos péptidos pertenecientes a las proteinas que conforman al EDLc. Los
resultados generados proporcionan un numero de acceso o ID que nos permite obtener el
nombre e informacién de la proteina identificada en las bases de datos Protein Data Bank
(https://www.rcsb.org/) y UniProt (https://www.uniprot.org/). Con los IDs de las proteinas del
EDLc se realizaron distintos interactomas con el fin de proponer las vias moleculares que
el EDLc potencialmente pudiera modular distintos eventos celulares desregulados en los

estados patologicos.

- Proteinas importantes que
Proteinas al estar desreguladas
del DELc originan enfermedad

Obtencion de interactomas
con STRING

|

Analisis bioinformatico

l

Propuesta de los mecanismo moleculares
modulados por el DLEc que pudieran mitigar los
sintomas de la enfermedad

Figura 4. Metodologia general para el andlisis bioinformatico de las posibles funciones del EDLc
sobre distintas vias moleculares.
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Utilizando STRING logramos obtener una interactoma general de las proteinas del
EDLc, las cuales fueron agrupadas de acuerdo con sus funciones bioldgicas (Fig. 5). El
resultado obtenido muestra proteinas del EDLc que participan en procesos cruciales para
la supervivencia celular como son las proteinas con funciones sefalizadoras, reguladoras
de la expresion génica, secrecion, de choque térmico o de respuesta a diferentes tipos de
estrés y de degradacion de proteinas, principalmente.

Las proteinas identificadas corresponden mayoritariamente a proteinas reguladoras
de la expresion génica (51%), seguido de proteinas reguladoras (11%), de degradacién
(10%), secrecién (10%), choque térmico (7%) y en menor proporcion las que participan en
el sistema inmune (4%) (Fig. 6).
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Figura 5. Interactoma general del EDLc. Las agrupaciones corresponden a proteinas con funciones
similares.
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Figura 6. Cuantificacion porcentual de las proteinas del EDLc de acuerdo con su funcion en distintos
procesos celulares.

En primera instancia nos enfocamos a analizar aquellas secuencias que de acuerdo
con distintos reportes en la literatura tuvieran péptidos bioactivos con posible funcion
inmunomoduladora. Dichas proteinas que corresponden al 4% de todos los péptidos
encontrados fueron ITIH4, ANXA5, SERPINB1, SERPINB3 y C3). El analisis de estas
proteinas del EDLc sugiere que potencialmente pueden interactuar entre ITIH4, SERPINB1
y C3, esta ultima, con SERPINB3, mientras que ANXA5 no esta involucrada. De igual modo,
estas proteinas fueron retadas independientemente en la plataforma con el proteoma del

humano con el fin de evaluar si estas proteinas del EDLc son capaces de interactuar con
proteinas moduladoras del sistema inmune (Fig. 7).
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Figura 7. Interactoma de las proteinas del EDLc. A) Interaccion con las cinco proteinas del EDLc
relacionas al sistema inmune, e interaccion con el proteoma del humano de:

B) ANXAS5, C) SERPINB1, D) C3, E) SERPINB3 y F) ITIH4. Los circulos y flechas de color amarillo
indican la proteina del EDLc.

Los analisis interactomicos de estas 5 proteinas mostraron que son capaces de
interactuar con proteinas del humano involucradas principalmente con proteinas del
sistema inmune (59%), ciclo celular o proliferacion celular (23%), apoptosis (15%) y en
menor porcentaje, con proteinas reguladoras maestras (3%) (Fig. 8).

Con base a estos analisis, los resultados sugieren que las proteinas contenidas en
el EDLc pueden ejercer un efecto modulador del sistema inmune y algunos otros procesos

biologicos esenciales para la célula.
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Figura 8. Proteinas del EDLc y su posible participacion como moduladoras del sistema inmune
(color morado), proliferacién (color verde), apoptosis (color rojo) y reguladores maestros (color
azul). La flecha hacia arriba indican activacion, hacia abajo indica inhibicion y las proteinas que
presentan ambas, sefalan que pueden modular la actividad en ambos sentidos, de acuerdo con el
microambiente celular.

EDLC COMO INMUNOMODULADOR DEL SISTEMA INMUNE

Las moléculas inmunomoduladores tienen la capacidad de regular la respuesta
inmune por un proceso de estimulacién o supresién de esta, dentro de las cuales, a los
inmunopotenciadores se les atribuyen funciones importantes en las inmunodeficiencias
de algunos tipos de infecciones virales y bacterianas, y en especial en el tratamiento del
cancer (Kim et al., 2022).

Los inmunomoduladores acttan en diferentes niveles del sistema inmune con la
finalidad de inhibir o activar selectivamente poblaciones o subpoblaciones de células
para la respuesta inmune como linfocitos, macréfagos, neutrofilos, células asesinas NK y
citotoxicas, o bien, la produccién de mediadores solubles como las citoquinas. Dentro de
las moléculas inmunomoduladoras se encuentra las citocinas como la IL-1, INF g, IL-2,
IL-5, IL-12, FNTa, IL-18 y GM-CSF, estas pueden acttan directa o indirectamente, siendo
capaces de modular la respuesta inmune humoral y celular. Los inmunomoduladores son

utilizados frecuentemente como terapia para inmunodeficiencias, cancer, hepatitis y en la
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recuperacion hematopoyética (Nicholas y Lesinski, 2011).

Al evaluar mediante interactémica la posible participacion en la modulacién del
sistema inmune por el EDLc, encontramos ocho proteinas candidatas, entre ellas C3,
ANXA5, CAMK2G, ITIH4, PABPC1, GRB2, LRP1, y SERPIND1. Estds muy probablemente
regulen la actividad de las células del sistema inmune al estar involucradas en la modulacion
de las interleucinas IL-1 ay B, IL- 2, IL-4, IL-6, IL-12 a 'y B, IL-18, IL-23, y los factores INF-y
GM-CSF o CSF2 2, TNF, XBP-1 e IRF-4 en mastocitos, células dendriticas, células Ty su
diferenciacion a células T CD4+ y CD8+, activacion de macréfagos, asi como la maduraciéon
y diferenciacion de células B a células plasmaticas (Fig. complementaria 1 y Fig. 9).

Los resultados obtenidos sugieren fuertemente la funcion del EDLc como un potente
inmunomodulador del sistema inmune bajo condiciones patoldgicas, como infecciones
virales, bacterianas o parasitarias, ademas de la eliminacion de células cancerosas por las
células del sistema inmune al ser reguladas funcionalmente, como ha sido reportado en

multiples estudios.
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Figura 9. Inmunomodulacién de células del sistema inmune por el EDLc. Las proteinas sin recuadro
y en color negro inducen la maduracion, diferenciacion y activacion de células del sistema inmune,
mientras que las proteinas del recuadro azul marino estan contenidas en el EDLc y pueden patrticipar
como reguladoras de estos procesos. Las flechas de color marrdn indican el proceso fisiolégico
normal, y las de color azul marino sefialan interacciones directas de las proteinas del EDLc con las
proteinas encargadas de la maduracién, diferenciacién y activacion de células del sistema inmune,
en este Ultimo caso, las flechas indican activacion y las lineas solo interaccién (se desconoce si
activan o inhiben a su proteina blanco.

EDLC COMO POSIBLE REGULADOR DE LA INFLAMACION

El factor NF-kB (factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las
células B activadas) es un complejo proteico que controla la transcripcion del ADN. Esta
proteina juega un papel fundamental en la regulacion de la respuesta inmune provocada por
infeccion. La regulacion defectuosa del NF-kB esta relacionada con el cancer, enfermedades
inflamatorias y autoinmunes, shock séptico, infecciones virales o un desarrollo inmune
inadecuado. También esta implicado en procesos de plasticidad sinaptica y de memoria,
entre otras (Echeverri y Mockus, 2008).

NF-kB puede ser activado por toxinas, bacterias, virus, parasitos o estrés oxidativo,
sin embargo, la principal via molecular para su activacion es mediante el receptor TNFR, el

cual puede ser activado por distintas citocinas, o por el factor de necrosis tumoral (TNF), a
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su vez, al ser activado pasa la sefial rio abajo activando a las proteinas adaptadoras TRAF2-
IKK, esto permite inducir la fosforilacion de IKB1 (en condiciones normales se encuentra
heterodimerizada con NF-kf) y, por lo tanto, la liberacién y activacion de NF-k3. Una vez
activado NF-k[3, este se transloca al nlcleo y transcribe diversos genes que protegen e
inducen la proliferacion de células que, en otras condiciones, deberian morir por apoptosis
para evitar que el dafio se extienda. Ademas, también regula la transcripcion de genes
involucrados en distintos procesos celulares como son la maduracion de distintas células
inmunes, la regulacién del ciclo celular, la biosintesis de citocinas tanto inflamatorias como
proinflamatorias, entre otros (Chen y Greene, 2004).

En este caso evaluamos el posible efecto de las proteinas del EDLc sobre la
regulacion de la inflamacién mediada por el factor NF-k3. Los resultados obtenidos muestran
que las proteinas anexina 5, ITIH4, C3, TRAF2, TRADD, CDC42, LRP1 y YWHAQ del
EDLc interactian con el factor TNF-a, asi mismo, las proteinas CALM3, YWHAB, TRAF2
y TRADD del EDLc presentaron interaccion con IKB1, mientras que DHX9, ILF2, YWHAE,
ILF2, TRAF2, TRADD, y RAN del EDLc se unen directamente con el factor NF-k3, asi
como la activacion de este por DHX9 (Fig. complementaria 2 y Fig. 10). Los resultados
obtenidos sugieren que el EDLc pudiera modular el proceso de inflamacion en tres niveles
importantes de la via molecular, ya que distintas proteinas del EDLc interactian con IKB1

y los factores TNF-a y NF-k(.
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Figura 10. EDLc como modulador de la proteina NF-kf. Las flechas de color marrén indican el proceso
fisiologico normal y las proteinas de los recuadros y flechas de color azul marino estan contenidas
en el EDLc, las cuales pudieran participar como reguladoras de la via molecular. Las flechas indican
activacion y las lineas solo interaccion (se desconoce si activan o inhiben a su proteina blanco.

EDLC COMO POSIBLE INDUCTOR EN LA BIOSINTESIS DE
PROSTAGLANDINAS

Las prostaglandinas son un conjunto de sustancias de caracter lipidico derivadas
de los acidos grasos de 20 carbonos (eicosanoides). Las prostaglandinas afectan y actian
sobre diferentes sistemas del organismo, incluyendo el sistema nervioso, el tejido liso, la
sangre y el sistema reproductor. Estos juegan un papel importante en regular diversas
funciones como la presion sanguinea, la coagulacion de la sangre, la respuesta inflamatoria
alérgica y la actividad del aparato digestivo, entre otras. Estas moléculas lipidicas son
sintetizadas a partir de los acidos grasos esenciales por la accion de diferentes enzimas
como ciclooxigenasas, lipooxigenasas, el citocromo P-450 y peroxidasas principalmente.
Por un lado, las ciclooxigenasas dan lugar a prostaglandinas, tromboxano A-Il y prostaciclina
(PGI2), y catalizan la formacion de acidos HPETEs, HETE y leucotrienos (Holdcroft, 1975).
Dado que las prostaglandinas participan en las respuestas inflamatorias al estimular
las terminales nerviosas del dolor, los antiinflamatorios no esteroides (AINEs), como el
ibuprofeno, actuan inhibiendo la ciclooxigenasa y asi, la produccion de prostaglandinas.

Por otra parte, las prostaglandinas se ocupan de mantener la integridad y proliferacién

de la mucosa gastrica, al asegurarle un adecuado riego sanguineo. Sin embargo, los AINEs,
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al inhibir a las prostaglandinas, dejan a la mucosa gastrica vulnerable frente al acido del
estdbmago y aumenta el riesgo de sufrir erosiones y uUlceras (Pérez-Ruiz et al., 2002).

Por tal motivo, evaluamos bioinformaticamente la posible funcién de las proteinas del
EDLc sobre las enzimas que catalizan las prostaglandinas. En nuestro analisis observamos
la interaccion de GRB2, CDC42 y la familia YWHA del EDLc con la protein-cinasa C (PKC),
la cual activa a la fosfolipasa A2 (cPLA2) y esta cataliza la formacion del acido araquidénico
a partir de fosfoinositol 2 fosfato de las membranas celulares, mientras que, por otro lado,
GRB2 del EDLc interacciona con la lipooxigenasa 5 ALOX5, induciendo la formacién de
HPETE vy leucotrienos, ademas, la anexina 5 interactla con Fosfolipasa A2 (PLA2G1B), la
cual permite obtener glicerofosfolipidos y acido araquidénico que sirven como precursores
iniciales de la via (Fig. complementaria 3 y Fig. 11). Como podemos apreciar, algunas
proteinas del EDLc son capaces de modular posiblemente en distintos niveles la via acido

araquidonico-prostaglandinas.

R

DAG + IP,

Prostaciclina

% Modulacién de la respuesta inflamatoria,
T oA vasodilatacion, permeabilidad de tejidos,
secrecién de moco gastrico, temperatura

corporal y presién arterial

C

Leucotrienos

Figura 11. Proteinas del EDLc y su posible participacion como moduladoras de la via del acido
araquidoénico-prostaglandinas. Las flechas de color marrén indican el proceso fisiolégico normal,
mientras que las proteinas de los recuadros y flechas de color azul marino estan contenidas en el EDLc
y pudieran actuar como reguladoras de la via molecular. Las flechas indican activacion y las lineas solo
interaccion (se desconoce si activan o inhiben a su proteina blanco.
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EDLC COMO REGULADOR DEL CICLO CELULAR

El ciclo celular es un conjunto ordenado de sucesos cuyo objetivo es el crecimiento
de la célula y su division en dos células hijas. Sus etapas son la G1, S, G2 y M. Las células
que se encuentran con un ciclo activado son conocidas como proliferantes. Cada tipo de
células tiene una forma de crecimiento diferente, no obstante, el crecimiento consiste en
el aumento de masa celular y modificacion de los organulos para lograr cumplir el ciclo de
vida (Rodriguez-Gémez y Frias-Vazquez, 2014).

El ciclo celular es fundamental para el crecimiento y desarrollo de nuestro organismo.
Sin este proceso, ningun ser vivo puede desarrollarse, crecer o reproducirse. Puede decirse
que es un proceso esencial para la vida.

Este es de suma importancia, debido a que un proceso descontrolado resulta en un
aumento celular y desarrollo de tumores, generando cancer (Burgués-Gasion et al., 2005).

En este caso, realizamos un interactoma con las proteinas cruciales de las vias de
sefalizacion Ras/Raf, PIBK/AKT y WNT-B-Cateninay las proteinas del EDLc. Los resultados
mostraron que las proteinas ANXA5, GRB2, CEC42 y la familia transductoras de sefales
YWHAE del EDLc pudieran ejercer una regulacion de las primeras dos vias, mientras que
las proteinas ANXA5, YWHA, GRB2, CDC42, NPM1, ASF1A, HIST1H2BJ, HIST2H2AC y
DDX39A del EDLc sobre la via WNT-B- Catenina (Fig. complementaria 4 y Fig. 12).
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Figura 12. Proteinas del EDLc y su posible efecto como moduladoras del ciclo celular. Las flechas de
color marrén indican el proceso fisiolégico normal y las proteinas de los recuadros y flechas de color
azul marino forman parte del EDLc y pudieran participar como reguladoras de la via molecular. Las
flechas indican activacion y las lineas solo interaccion (se desconoce si activan o inhiben a su proteina
blanco.

Estos resultados obtenidos sugieren que las proteinas del EDLc pudieran tener

un efecto dual en la regulacion del ciclo celular en distintos puntos dependiendo el

microambiente celular y las necesidades del organismo.

EDLC COMO REGULADOR DE LA APOPTOSIS

La apoptosis es una via de destruccion o muerte celular programada inducida por la
propia célula, con el fin de controlar su desarrollo, crecimiento y hacer posible la eliminacion
de las células dafhadas, evitando la aparicion de enfermedades como el cancer. Este
proceso puede ser de naturaleza fisiologica y esta desencadenada por sefales celulares

controladas genéticamente.
La apoptosis adopta dos vias de ejecucion, extrinseca e intrinseca, la primera es
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dependiente de caspasas (cistein-proteasas) y la segunda independiente de las mismas.
Ambas vias culminan en la fragmentacidon ordenada de organulos, condensacion y
fragmentacion de DNA y otros componentes como el citocromo C que inducen la muerte
celular, exponiendo sobre su superficie moléculas sefiales como fosfatidilserina, las cuales
pueden ser reconocidas por células del sistema inmune y ser eliminadas (Elmore, 2007).
Con lafinalidad de evaluar el posible efecto del EDLc en dicho proceso, se obtuvieron
los IDs de las principales proteinas en ambas vias como fueron la caspasa 8, 9, 2, 3, APAF-
1y los receptores de muerte celular para la via extrinseca y para la intrinseca fueron BCL2,
TP53, BAX, AlF, PAR, BID, IKK, NF-KB y BCL21. Los resultados del interactoma muestran
que la anexina 5 del EDLc posiblemente puede interactuar con proteinas relacionadas
en la via extrinseca, como son los receptores de muerte (FASLG y FAS), TNF, TP53 y
las caspasas 2 y 3, de igual modo, GRB2 del EDLc interactia con la caspasa 3, y LRP1
del EDLc inhibe a la misma caspasa, también las proteinas del EDLc interactian con
proteinas de la via intrinseca, las proteinas CDC42 por ejemplo, interactia con TP53, y
activa a NPM1, mientras que YWHAB del EDLc interacttia con Bid e IKB1, CALM3 e IKB1.
Y las proteinas del EDLc, YWHAE, RAN, ILF2 y DXH9 interactuan con el factor Nf-kf3.
Estos resultados sugieren que las proteinas del EDLc potencialmente podrian modular la
apoptosis al activar o inhibir la via extrinseca o intrinseca bajo condiciones especificas (Fig.

complementaria 5 y Fig. 13).
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Figura 13. Proteinas del EDLc y su posible efecto como reguladoras del proceso de apoptosis celular
en las vias extrinseca e intrinseca. Las flechas de color marrén indican el proceso fisiolégico normal,
mientras que las proteinas de los recuadros y flechas de color azul marino las posee el EDLc y
pudieran actuar como reguladoras de la via molecular. Las flechas indican activacion y las lineas solo
interaccion (se desconoce si activan o inhiben a su proteina blanco.

EDLC COMO AGENTE HOMEOSTATICO DE LA GLUCOSA

La glicemia o cantidad de glucosa sanguinea en el humano es 1 mg/ml. Por lo
cual, los organismos deben mantener constante la cantidad de glucosa sanguinea, de
manera que no se prive a las células del organismo de esta molécula energética. El control
homeostatico de la glucosa involucra una serie de glandulas y hormonas. La glandula del
sistema endocrino responsable del control homeostatico de la glucosa es el pancreas. En
el pancreas hay dos tipos de células, alfa y beta.

Cuando un organismo ingiere gran cantidad de carbohidratos, estos se digieren y
entran al torrente circulatorio en forma de glucosa por lo que su nivel aumenta, durante el
proceso de digestion el pancreas secreta insulina, la cual permite el ingreso de glucosa
del torrente sanguineo al espacio intracelular, mientras que las células alfa permiten un

empaquetamiento de la glucosa, resultando en glucégeno (Rodriguez-Rodriguez et al.,
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2015).

Existen distintas vias que pueden regular el ingreso de la glucosa al interior celular
y llevar a cabo su oxidacion. Una de las principales es la via mediada por la insulina. La via
inicia cuando la insulina se une a su receptor, posteriormente, se realiza la fosforilacion de
dos proteinas adaptadoras, IRs y SHC. Estas proteinas organizan complejos moleculares
que desencadenan diferentes cascadas de sefializacion intracelular. Entre las vias
mediadas por IRS se encuentra PI3K/Akt, la cual tiene un papel crucial en la activacion
y la regulacion de diversos eventos metabdlicos, que incluyen el transporte de glucosa
(al inducir la expresion y transporte de receptor GLUT4 a la membrana plasmatica) y la
sintesis de glucdgeno, proteinas y lipidos. En el caso de la proteina Shc, esta se asocia a
la activacion de la via de las cinasas activadas por mitégeno (MAPK) que regula funciones
proliferativas y de crecimiento (Ahmed y Khalique, 2020, Velasquez et al., 2013).

El analisis bioinformatico mostr6 que las proteinas GRB2, anexina 5, YWHAQ,
YWHAE, YWHAZ, YWHAH, HNRNPA2B1,HNRNPK y EEF2 del EDLc pueden interactuar
con AKT, de igual forma, las proteinas GDI2, SERPINB, GRB2, PPARGC1A, PPARG,
KNG1, YWHAB, YWHAG, YWHAE y PABPC1 del EDLc interactian con la proteina
adaptadora IRs, ademas de que también las proteinas del EDLc GD12, GNB4, PPARG,
ILF2, SERPINB3 y RARRES2 interactian con RETN, de tal modo que estos resultados
sugieren que las proteinas del EDLc potencialmente pueden regular la captacion de glucosa
mediante la activacion de distintas vias e inducir la formacion y translocaciéon de vesiculas
transportadoras de GLUT4 a la membrana plasmatica y permitir por ende, el acceso de la

glucosa al espacio intracelular y su posterior oxidacion (Fig. complementaria 6 y Fig. 14).
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Figura 14. Proteinas del EDLc y su posible efecto como reguladoras de los niveles de glucosa. Las
flechas de color marrén indican el proceso fisiologico normal, mientras que las proteinas de los
recuadros y flechas de color azul marino estan presentes en el EDLc y pudieran participar como
reguladoras de la via molecular. Las flechas indican activacion y las lineas solo interaccion (se

desconoce si activan o inhiben a su proteina blanco.

REGULACION DE LA CASCADA DE COAGULACION POR EL EDLC

Se denomina coagulacion al proceso por el cual la sangre pierde su liquidez
convirtiéndose en un gel, para formar un coagulo. En este proceso participan alrededor
de 30 proteinas diferentes, principalmente, factores de coagulacion, los cuales convierten
el fibrinégeno, en fibras de fibrina insolubles, y junto con las plaquetas, forman un trombo
estable. La cascada de coagulacion se divide para su estudio, en tres vias: ) la via de
activacion por contacto (también conocida como via intrinseca), Il) la via del factor tisular
(también conocida como via extrinseca) y 1) la via comun. Las primeras dos vias convergen
en la via comun, esta via es el punto en que se activa el factor X, finalizando con la
conversion de fibrinbgeno en fibrina, y el posterior entrecruzamiento de esté, estabilizando
el coagulo (Guerrero y Lopez, 2015).

Nuestro andlisis bioinformatico realizado mostré que las proteinas SERPIND1 y
LRP1 del EDLc pudieran regular al factor FVIII ejerciendo un efecto anticoagulante, por otra
via, las proteinas ITIH4, C3 y COL7A1 del EDLc pudieran regular al factor Fv y SERPIND1
al FVa, evitando la activacién de la trombina. Asimismo, una tercera via muy probablemente
puede ser modulada por las proteinas GNB4, C3, ITIH4, anexina 5 y SNRPE del EDLc,
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las cuales interactian con la protombina (factor Il) y SERPIND1 evitando la conversion de

protombina a trombina y también al interactuar con el factor FXIIl (Fig. complementaria 7
y Fig. 15).
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Figura 15. Proteinas del EDLc y su posible efecto como reguladoras de la cascada de coagulacién. Las
flechas de color marron indican el proceso fisiologico normal y las proteinas de los recuadros y flechas
de color azul marino las posee el EDLc y pudieran ejercer funciones reguladoras en la via molecular.
Las flechas indican activacion y las lineas solo interaccion (se desconoce si activan o inhiben a su
proteina blanco.

Estos analisis bioinforméticos sugieren un efecto modulador por parte del EDLc
sobre la cascada de coagulacion a diferentes niveles y vias, destacando que en ellos
participan la SERPIND1 en conjunto con la anexina 5, las cuales en la actualidad son

usadas como anticoagulante, bloqueando la formacion de trombina a partir de protrombina.
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REGULACION DE LA PRESION ARTERIAL POR EL EDLC

El sistema renina-angiotensina-aldosterona consiste en una secuencia de fases con
el fin de regular la presion arterial. El primer paso del proceso ocurre cuando la presion
arterial disminuye (sistolica, a 100 mm Hg o menos), los rifiones liberan la enzima renina
en el torrente sanguineo, esta genera un corte en el angiotensindgeno (proteina grande
que circula por el torrente sanguineo) en dos fragmentos. El segundo fragmento es la
angiotensina I, una hormona muy activa. Esta provoca la constriccion de las paredes
musculares de las arteriolas, aumentando la presion arterial. La angiotensina Il también
desencadena la liberacién de la hormona aldosterona por las glandulas suprarrenales y de
la vasopresina (hormona antidiurética) por la hipofisis (glandula pituitaria). La aldosterona
y la vasopresina (hormona antidiurética) provocan la retencion de sodio en los rifiones,
resultando en la retencion de agua y aumentando asi el volumen de sangre y la presion
arterial (Lama y Oliva, 2001 y Schellack y Naicker, 2015).

Con la finalidad de evaluar un posible mecanismo molecular del EDLc sobre este
proceso biolégico, obtuvimos las proteinas importantes del sistema renina- angiotensina-
aldosterona y las retamos con las proteinas del EDLc mediante un interactoma. El
resultado obtenido mostré que las proteinas GNB4, GRB2, C3, CALM3, HNRNPR vy
NPEPPS contenidas en el EDLc pudieran regular la via a nivel de las proteinas renina, del
angiotensindgeno, ECA 1-2 y hormona antidiurética, modulando la presién arterial (Fig.
complementaria 8 y Fig.16).
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Figura 16. Proteinas del EDLc y su posible efecto como reguladoras del sistema renina angiotensina
aldosterona. Las flechas de color marrén indican el proceso fisiolégico normal, mientras que las
proteinas de los recuadros y flechas de color azul marino estan contenidas en el EDLc y pudieran
participar como moduladoras de la via molecular. Las flechas indican activacion y las lineas solo
interaccion (se desconoce si activan o inhiben a su proteina blanco.

EDLC COMO POSIBLE ANTAGONISTA EN LA ViA NOCICEPTIVA DEL
SISTEMA NERVIOSO CENTRAL

El dolor es definido como una experiencia sensorial y emocional desagradable
asociada a distintas lesiones. En la piel y otros tejidos del cuerpo, existen neuronas
sensitivas especializadas que poseen multiples receptores llamados nocirreceptores, los
cuales son encargados de la transduccion de senales de dolor. Estos estan conectados
con terminaciones periféricas de las fibras aferentes sensoriales primarias. Reciben y
transforman los estimulos locales en potenciales de accién que son transmitidos a través
de las fibras aferentes sensoriales primarias hacia el SNC. EI SNC decodifica la sefal
eléctrica generada en sefiales quimicas, las cuales son interpretadas como dolor en el
organismo. Los estimulos nociceptivos activan a la vez mecanismos encargados de la
modulacion inhibitoria tanto a nivel periférico, espinal y supraespinal (Wen y Munoz, 2020,
Coffeen et al., 2012).

Cuando hay un dafio importante en el tejido, varias sustancias (algdbgenas) quimicas
son liberadas en el area que rodea a los nociceptores. Esto produce lo que se llama “sopa
inflamatoria”, una mezcla acida que estimula y sensibiliza los nociceptores en un estado

llamado hiperalgesia. Algunos ejemplos de estas sustancias son las prostaglandinas,
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potasio, serotonina, bradiquinina, y la histamina, las cuales son liberadas por las células
danadas (Xu et al., 2020).

Con el fin de evaluar el posible efecto del EDLc sobre la via nociceptiva del SNC, se
realizd un interactoma con proteinas claves de la via, y fueron empleadas en la plataforma
STRING con las proteinas del EDLc (Fig. complementaria 9).

Los resultados obtenidos mostraron una interaccion de las proteinas ANXA5, C3,
GNB4, ITIH4, HIST1H4F, HIST2H2AC y CALMS3 del EDLc con las sustancias algbgenas
como la braquidina, prostaglandina, histamina y el receptor TRPV1, lo cual sugiere un
posible mecanismo antagonista de las proteinas, sugiriendo que el EDLc pudiera modular

el dolor en pacientes (Fig. 17).
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Figura 17. Proteinas del EDLc y su posible efecto como reguladoras de la via del dolor. Las flechas de
color marrén indican el proceso fisiolégico normal y las proteinas de los recuadros y flechas de color
azul marino las contiene el EDLc y pudieran ejercer funciones reguladoras de la via molecular. Las
flechas indican activacioén y las lineas solo interaccion (se desconoce si activan o inhiben a su proteina
blanco.

INDUCCION DE LA REGENERACION DEL TENDON POR EDLC

Las lesiones de los tendones plantean grandes problemas clinicos y terapéuticos,
por su importancia funcional y su peculiar cicatrizacion. A pesar de la simplicidad de la
estructura del tendon, la comprension de su desarrollo estaba limitado por la ausencia

de un marcador de linaje especifico del mismo. Sin embargo, la identificaciéon de varios
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marcadores asociados selectivamente con tendones y tejidos musculoesqueléticos han
hecho posible rastrear la formacion y maduraciéon de los tendones (Benjamin y Ralphs,
2000).

En la actualidad es poco el conocimiento que se tiene acerca del proceso molecular
de la regeneracion del tendon, sin embargo, hasta el momento se ha identificado una de las
principales proteinas involucradas en este proceso, la cual es denominada como Escleraxis
(Scx), esta se une a TSE2 para formar el heterodimero Scx/E47, que a su vez activa al
colageno tipo la1 (COLI a1), de igual modo, se ha observado que la sobreexpresion de Scx
en fibroblastos de tendon incrementa la expresion del gen tenomodulina (Tnmd), esta es
especifica en tendones y ligamientos y es considerada como un biomarcador molecular. De
igual modo, se han identificado la participacion de distintas proteinas en la regeneracion
del tendén como son: FREEK, PAX1, PEA3/ERMSOX9, BMP1 y distintos factores de
crecimiento, entre ellos: IGF1, PDGF, VEGF, y CTGF (Liu et al., 2014, y Voleti et al., 2012).

Con el fin de evaluar el posible efecto inductor de la regeneracioén de tendones del
EDLc. se realizé un interactoma con las proteinas de este y las proteinas involucradas en
el proceso de regeneracion del tendon (Fig. complementaria 10).

El resultado obtenido mostr6 que las proteinas del EDLc interactian principalmente
con distintos factores de crecimiento, la proteina DDB1 del EDLc interactta con el factor
de crecimiento 8 (FGF8) y TCF3 con SCX. Por otras vias, las proteinas HIST1H4F, anexina
5, GRB2, YWHAH, CDC42, MYOF, C3, IL18 y LRP1 del EDLc pudieran favorecer la
regeneracion del tendon al interactuar con el factor de crecimiento insulinico tipo 1(IGF1),
con lacolagena alfatipo 1 (COL2A1), con el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF)
y con el factor de crecimiento del tejido conectivo (CTGF) (Fig. 18). Estos resultados

sugieren un posible efecto inductor de la regeneracion de tendones por el EDLc.
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Figura 18. Proteinas del EDLc y su posible efecto inductor en la regeneracion de tendones. Las flechas
de color marrén indican el proceso fisiolégico normal, mientras que las proteinas de los recuadros y
flechas de color azul marino estan en el EDLc y pudieran actuar como reguladoras de la via molecular.
Las flechas indican activacion y las lineas solo interaccion (se desconoce si activan o inhiben a su

proteina blanco.
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PUBLICACIONES  REPRESENTATIVAS  DEL EXTRACTO
DIALIZABLE DE LEUCOCITOS EN PATOLOGIAS DIVERSAS

Este capitulo aglutina de manera seria y cientifica las diversas actividades biologicas
del EDLc y sus efectos positivos para la salud. las investigaciones fueron realizadas por

nuestro grupo de investigacion, liderado por el D en C. David Guillermo Perez Ishiwara.

I. La influenza A, como un problema mundial: “Una Visidn de las terapias
inmunomoduladoras”

Elvia Pérez Soto', Daniel Garcia Martinez', Gémez Garcia Maria del Consuelo’, Guillermo Pérez
Ishiwara’

RESUMEN: La influenza A es una enfermedad respiratoria aguda que ocasiona altas tasas
de morbi-mortalidad en todo el mundo e incluso ha generado importantes pandemias a
lo largo de la historia. En este articulo hacemos una revision del proceso fisiopatogénico
de la enfermedad, resaltando la participacion de la respuesta inmune innata, y como su
desregulacién puede provocar una “hipercitocinemia”, con la subsecuente inflamacién
exacerbada que conduce a la muerte del paciente. Finalmente, revisamos el uso de terapias
inmunomoduladoras como la terapia coadyuvante que disminuye la inflamacion, poniendo
énfasis el hiltonol, el tocilizumab y el DLE, siendo este Gltimo una opcién viable para combatir
la infeccién viral.

Acceso libre en la pagina:

https://www.revistafronterabiotecnologica.cibatlaxcala.ipn.mx/volumen/vol05/index.

>
=t

Il. Anti-inflammatory effect of dialysable leucocyte extract in a rat model of
osteoarthritis: histopathological and molecular characterization

P Acosta’, N Pérez', E Pérez?, B Correa®, C Pérez®, C Gomez', V Sanchez', D G Pérez'

ABSTRACT: Objectives: To evaluate the effect of dialysable leucocyte extract (DLE) on
pro- and anti-inflammatory profiles in a rat model of osteoarthritis (OA). Method: Forty-
eight male Wistar rats were divided into three groups: normal rats without treatment, OA
rats treated with placebo, and OA rats treated with DLE. After treatment, the animals were
killed to obtain cartilage for histological analysis and to determine the expression of pro- and
anti-inflammatory cytokines by reverse transcription multiplex polymerase chain reaction (RT-
MPCR) and immunohistofluorescence analyses. Results: Histological analysis revealed that
OA cartilage from rats treated with DLE displayed similar characteristics to non-OA cartilage
from the control group. The OA cartilage treated with placebo showed alterations in the
cellular architecture and in chondrocyte cluster formation. Analysis of cytokine expression
by RT-MPCR showed that OA cartilage from DLE-treated rats expressed platelet-derived
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growth factor (PDGF), interferon (IFN)-y, and fibroblast growth factor (FGF)-2, similar to non-
OA cartilage from the control group. However, OA cartilage from rats treated with placebo
expressed interleukin (IL)-1, PDGF, and | kappa B (IkB). Confocal immunodetection of FGF-
2, PDGF, and non-phosphorylated IkB showed that they were distributed in the cytoplasm of
most chondrocytes in OA cartilage from DLE-treated rats whereas no nuclear factor kappa
B (NF-kB) expression was observed in the nuclei. Instead, in OA cartilage from the placebo
group, only weak FGF-2 staining was observed, PDGF and IkB were not detected, and NF-kB
was strongly observed in both cytoplasm and nucleus. Conclusions: Our findings suggest
that DLE treatment modifies the OA process, promoting the expression of anti-inflammatory
cytokines and diminishing the inflammatory effects, avoiding the nuclear translocation of NF-
KB in chondrocytes.

Acceso libre en la pagina:
https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/27098310/

lll. Effect of Dialyzable Leukocyte Extract on chronic cervicitis in patients with
HPV infection

M P Acosta-Rios', E Sauer-Ramirez?, L J Castro-Mufioz', M Garcia-Solis®, C Gémez-Garcia', R
Ocadiz-Delgado®, A Martinez-Martinez®, V Sanchez-Monroy', C Pérez-De la Mora®, B Correa-
Meza’, D G Perez-Ishiwara'’

ABSTRACT: The objective of the study was to assess the clinical, histopathological and
immunochemical changes induced by dializable leukocyte extract (DLE) treatment in patients
with chronic cervicitis associated to HPV infection. Fifty-four female Mexican patients
diagnosed with chronic cervicitis, cervical intra-epithelial neoplasia grade 1 (CIN 1) and HPV
infection were divided into two groups: patients treated with placebo and patients treated
with DLE. Clinical and colposcopy evaluations were performed before and after treatments.
Cervix biopsies were obtained to analyze histopathological features and to determine the local
immunological changes by immunohistochemistry analyses. Placebo-treated patients showed
no significant changes in the evaluated parameters. Interestingly, in DLE-treated patients,
clinical manifestations of cervicitis diminished and 89% of them remitted the colposcopic
lesions. Histological analyses of biopsies from DLE-treated patients showed a decreasing
leukocyte infiltrate. Immunochemical analyses showed an increased expression of TGF-f3,
while expression of IFN-y, PCNA, and IL-32 decreased. Our results suggest that DLE can
stimulate innate immunity of cervical mucosae, diminishing chronic cervicitis in HPV-infected
patients.

Acceso libre en la pagina:
https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/29362599/
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IV. Anti-Inflammatory Effect of Dialyzable Leukocyte Extract in Autoimmune
Prostatitis: Evaluation in Animal Model

Carlos Pérez-Alvarado’, Consuelo Gémez1, Miguel Reyes?, Mario Garcia®, Elizabeth Pérez*,
Carlos Pérez de la Mora®, Virginia Sanchez', D Guillermo Pérez Ishiwara’

ABSTRACT: Objective. To evaluate the anti-inflammatory properties of Dialyzable Leukocyte
Extract (DLE) in a murine model of chronic prostatitis/chronic pelvic pain syndrome (CP/CPPS).
Methods. Histopathological characterization, prostatein Enzyme-Linked Immunosorbent
Assay, and immunohistochemical analysis for CD45, TNF-a, IFN-y, IL-6, IL-17, and IL-4
molecules were done in prostatic Wistar rats treated with DLE, placebo, or Dexamethasone.
Results. Histopathological analysis of animals induced to prostatitis showed inflammatory
infiltrate, mainly constituted by leucocytes and mast cells as well as Benign Prostatic
Hyperplasia. Serum prostatein concentrations were 14 times higher than those displayed
by healthy animals. After DLE and Dexamethasone treatments, the inflammatory infiltrate
decreased; the tissue morphology was similar to that of a normal prostate, and the prostatein
decreased to the basal levels of healthy animals. DLE treatment produced a decreased
expression of the cell surface marker CD45 and the proinflammatory cytokines TNF-q,
IFN-y, IL-6, and IL-17. On the other hand, the expression of anti-inflammatory cytokine IL-4
increased in both the Dexamethasone and DLE groups. Conclusion. DLE is able to modulate
the inflammatory response in Experimental Autoimmune Prostatitis (EAP).

Acceso libre en la pagina:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5366182/

V. Efecto inmunomodulador del Extracto Dializable de Leucocitos (DLE) sobre
la expresion génica de IFN-y en células Jurkat

Elvia Pérez-Soto'?, Virginia Sanchez-Monroy', Carlos Pérez-De La Mora?®, David Guillermo Pérez-
Ishiwara’

Resumen: El Extracto Dializable de Leucocitos (DLE) se ha empleado clinicamente para
el tratamiento de padecimientos infecciosos, oncolégicos y particularmente inmunolégicos
debido a sus propiedades inmunomoduladoras. El presente estudio fue disefiado para evaluar
el efecto inmuno-activador de diferentes concentraciones del DLE sobre la induccion de la
expresion génica y proteica del IFN-y en células Jurkat, mediante RT-PCR en tiempo real y
ELISA, respectivamente. Los resultados mostraron que concentraciones del DLE de 29, 114
y 171 pg/ml, incrementaron 6.4 + 1.57, 6.39 + 0.15 y 4.02 + 0.30 veces mas la expresion de
IFN-y, sin embargo, no se detecto la proteina en los cultivos.

Acceso libre en la pagina:
https://www.redalyc.org/articulo.oa?id=57956617006
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VI. Efecto inmunomodulador y anti-inflamatorio de la profilaxis con el Extracto
Dializable de eucocitos (EDLp) en un modelo murino de influenza A.

Elvia Pérez', Juan Ocampo?, Carlos Cabello®, Pablo Muriel*, Maria del Consuelo Gomez', Adolfo

Pérez®, Salvador Pérez Mora', David G. Pérez Ishiwara’

RESUMEN: Objetivo. Se determin6 si el EDLp es capaz de modificar el proceso
inmunopatogénico e inflamatorio en influenza A. Materiales y métodos. Se infectaron
ratones Balb/c con el virus de influenza A, posteriormente se evalué el EDLp y se realiz6 un
analisis clinico, histopatologico (H&E y Tricromica de Masson) y molecular (colagena, IL-1B3 e
IL-6). Resultados. Los animales tratados con el EDLp (EDLp+AH1N1) mostraron respiracion
agitada y erizamiento, asi como un decremento de la masa pulmonar comparado con el
grupo AH1N1. Histopatologicamente, los ratones presentaron menos lesiones edematosas
difusas y un decremento del infiltrado linfocitario, con presencia de macréfagos y células
plasmaticas. Ademas, la colagena disminuye en el espacio intersticial alveolar (2.975 +
0.4150 vs 4.541 + 0.2016 mg colagena/tejido pulmonar), asi como los niveles de IL-1p (6480
+ 1967 vs 0 = 0 pg/mL) e IL-6 (12359 + 2032 vs 848.5 + 296 pg/mL). Conclusioén. El EDLp
mejora los signos clinicos, disminuye la neumonitis y la fibrosis pulmonar por la disminucion
de colagena, ademas hay disminucion de la IL-183 e IL-6, modulando la respuesta inmune
exacerbada y la inflamacién.

Acceso libre en la pagina:
https://educapes.capes.gov.br/bitstream/capes/714890/1/Efecto%20
inmunomodulador%20y%20anti-inflamatorio%20de%20la%20profilaxis%20con%20el%20

Extracto%20Dializable%20de.pdf
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EXPECTATIVAS Y FUTURO BIOTECNOLOGICO Y MEDICO
DE LOS PEPTIDOS BIOACTIVOS Y DEL EDLC COMO
MEDICAMENTOS COMPLEJOS

Como hemos comentado a lo largo del libro, los péptidos bioactivos provienen de
diversas proteinas de origen natural que, tras un procesado industrial o un proceso natural
mediante la digestion gastrointestinal, se producen en secuencias de pequefio tamafo que
pueden ir de 3 a 20 aminoacidos (Sanchez y Vazquez, 2017). El hecho de que estos péptidos
puedan ejercer efectos fisiologicos benéficos para la salud dependerd de la secuencia
nucleotidica, de la concentracioén y de su biodisponibilidad. Existe un considerable interés
comercial en el desarrollo de estos productos con potencial beneficioso para la salud, de
hecho, muchos de estos productos son ya producidos como parte de “alimentos funcionales”
por diversas industrias en diferentes paises de todo el mundo, como Japdén, USA y Europa
(Agyei y Danquah, 2011). Sin embargo, es clara la necesidad de realizar investigacion
biomédica seria, que fundamente las potenciales funciones efectuadas por los péptidos
bioactivos en patologias especificas.

En este Ultimo capitulo de este libro abordaremos de una manera sintética las
expectativas que consideramos el uso de los péptidos bioactivos respecto a su produccion y
escalamiento biotecnolégico, su utilidad en alimentos funcionales y particularmente el poder
documentar de manera cientifica los beneficios hasta ahora conocidos para la salud y su
posibilidad de poder emplearlos como medicamentos complejos.

Hemos revisado en el primer capitulo del libro que la mayoria de los péptidos bioactivos
se encuentra formando parte de la secuencia de los polipéptidos nativos, provenga este de
células, tejidos o proteinas de origen animal o vegetal. Tras su liberacidén natural o industrial
por hidrélisis enzimatica o quimica, los péptidos libres pueden convertirse en fisioldbgicamente
activos (bioactivos) y se pueden usar como ingredientes para formular alimentos funcionales
0 suplementos terapéuticos.

El primer péptido bioactivo derivado de los alimentos fue identificado en 1950 por
Mellander, el autor informd que algunos péptidos fosforilados derivados de la caseina
mejoraban la calcificacién de los huesos (independientemente de la vitamina D) en bebés que
padecian de Raquitismo). Actualmente, las proteinas de la leche constituyen una principal
fuente de péptidos bioactivos y la fermentacion bacteriana es uno de los métodos utilizados
para producirlos. De esta manera se pueden obtener Isracidina, Caseicina, Casocidina,
Casomorfina, IPP y VPP, entre otros (Lahov y Regelson, 1996 y Chakrabart y Wu, 2015).

Es importante mencionar que un estudio reciente mostré que la leche materna
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contenia cerca de 200 péptidos endogenos diferentes (algunos de ellos bioactivos), y que
tras la extraccion de muestras de contenido géstrico de los neonatos 2 h después de su
ingestion, se identificaron 649 péptidos de la leche (la mayoria derivados de la B-caseina e
identificados previamente con actividad biol6gica potencial).

Péptidos bioactivos también se podrian obtener a partir de algas, peces, moluscos,
crustaceos y subproductos marinos (aletas, piel, etc.), mediante hidrélisis enzimatica o
fermentacion. A partir de ellos, por ejemplo, se han logrado identificar tanto péptidos bioactivos
endbgenos, como algunos péptidos bioactivos antioxidantes, ello al hidrolizar las proteinas
musculares del jurel redondo y del lenguado (W6lk et al., 2021, Zhou et al., 2019).

La carne de ganado o viseras de ovejas, cabras, cerdos y aves de corral constituyen
las fuentes méas importantes de alimentacion para consumo humano (Murphy y Allen, 2003).
De particular relevancia, los péptidos bioactivos de leucocitos derivados de distintas especies
son obtenidos de leucocitos de sangre periférica humana, tejido linfoide de bovino, cerdos y
en especial de cocodrilo.

Diversos estudios cientificos, entre los cuales se incluyen en este libro los generados
por nuestro grupo de investigacion, han documentado diversos péptidos con actividades
biologicas para el tratamiento de diversas patologias. Evidenciando experimentalmente
los efectos antinflamatorios, antivirales, antitumorales, antibacterianos y particularmente
inmunomoduladores derivados del EDLc de al menos dos especies de cocodrilo, los cuales
se producen industrialmente y se comercializan por la empresa Farmainmune.

Los estudios de protedmica del EDLc y los andlisis bioinformaticos presentados en
este libro sugieren fuertemente la existencia de diversos péptidos bioactivos con enorme
potencial como adyuvante farmacoloégico en distintas patologias. Hecho que permitira
sugerir al FACTRAN como un medicamento complejo, que explica los efectos benéficos
documentados en el presente libro, relacionados con patologias infecciosas y cancerosas,

por citar algunas.

USOS Y PROYECCION DE LOS PEPTIDOS BIOACTIVOS TERAPEUTICOS
DEL 2020 AL 2030

Los péptidos bioactivos representan una proporcion importante del mercado
farmacéutico, con ventas mundiales superiores a 70.000 millones de dblares en el 2019. Lo
cual es superior al doble de ventas comparado con el 2013. Los 200 farmacos peptidicos
mas vendidos en el 2019 incluyen 10 no insulinicos. Interesantemente, los tres mas vendidos
son analogos de GLP-1 para el tratamiento de la diabetes mellitus tipo 2, entre ellos Trulicity
(dulaglutida) ocup6 la posicién 19 con 4.390 millones de délares de ventas al por menor,

Victoza (liraglutida) se posicioné en el nimero 32 con 3.290 millones de dolares de ventas,
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y Rybelsus (semaglutida) en el 83 con 1.680 millones de dolares de ventas (Grand View
Research, 2016, Group, 2020 y Muttenthaler et al., 2021).

Asimismo, el tamafio del mercado mundial de péptidos terapéuticos se valoré en 39.3
mil millones de dolares en el 2021 y se espera que se expanda a una tasa de crecimiento
anual compuesta (CAGR) del 6.4% desde el 2022 hasta 2030. La creciente incidencia del
cancer, asi como los trastornos metabolicos, osteoporosis, obesidad y diabetes, impulsaran
la adopcién del uso de estos péptidos bioactivos durante el periodo de proyeccion.

Debido al creciente numero de pacientes pediatricos afectados y a las enfermedades
en los paises de bajos ingresos, existe una gran demanda de medicamentos eficaces y de
bajo costo, por lo cual los péptidos terapéuticos ocuparan un lugar importante en el mercado
para el tratamiento de diversas patologias (Grand View Research, 2022).

Actualmente, el estudio se centra en la blusqueda y obtencién de péptidos bioactivos
con efecto terapéutico contra la enfermedad por coronavirus del 2019, mas conocida como
COVID-19, la cual es causada por el virus SARS-CoV-2. Los investigadores de todo el
mundo estan buscando compuestos que bloqueen los mecanismos implicados en la infeccion
respiratoria aguda grave y la replicacion del virus. En consecuencia, debido a que los farmacos
peptidicos estan siendo reconocidos como un tratamiento potencial para el COVID-19, se
estima que este tendra un impacto positivo, posicionandose en excelentes lugares en el

mercado mundial en el factor salud (Cakir et al., 2021 y Grand View Research, 2022).

PERSPECTIVAS

Los grandes avances en la biologia molecular, la quimica de los péptidos y las
tecnologias de administracion de péptidos han permitido un progreso significativo enlos campos
del descubrimiento de farmacos peptidicos, la produccion de péptidos y sus aplicaciones
terapéuticas. Sin lugar a duda, el desarrollo tecnolégico y biomédico actual y el exponencial
crecimiento de las ciencias 6micas permitird enfocarse de manera sistematizada al estudio
detallado a nivel bioquimico y molecular de los péptidos bioactivos, particularmente aquellos
derivados del EDLc y de aquellos obtenidos de otras especies animales, para determinar
sus mecanismos de accion, su biodisponibilidad y sus cinéticas farmacolédgicas para ser
considerados en una nueva terapéutica mas natural, de menor toxicidad, autosustentable y
amigable con el ser humano que permita coadyuvar en el control de una enorme variedad
de estados patologicos. Identificar potenciales secuencias de aminoacidos que pudiesen
incrementar y diversificar sus aplicaciones dietéticas y funcionales, para sumar evidencia

cientifica para el mayor uso de suplementos nutricionales con benéfico para la salud.
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Figura complementaria 1. Interactoma de las proteinas del EDLc y las proteinas inmunomoduladoras
relacionadas a la maduracion, diferenciacion y activacion de células del sistema inmune. Estas
Ultimas estan sefaladas con circulos rojos. Las lineas de colores indican interacciones entre
proteinas reportadas en distintas fuentes cientificas.
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Figura complementaria 2. Interactoma de las proteinas del EDLc y las proteinas reguladoras de la
inflamacion. Los circulos rojos enmarcan a las proteinas importantes en la via. Las lineas de colores
indican interacciones entre proteinas reportadas en distintas fuentes cientificas, destacando que las

flechas de color verde indican la activacion de la proteina blanco y las rojas inhibicion.
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Figura complementaria 3. Interactoma de las proteinas del EDLc y las proteinas clave en la
modulacién de la biosintesis de prostaglandinas. El circulo rojo resalta a las proteinas importantes
en la via. Las lineas de colores indican interacciones entre proteinas reportadas en distintas fuentes
cientificas, destacando que las flechas de color verde indican la activacion de la proteina blanco y las
rojas inhibicién.
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Figura complementaria 4. Interactoma de las proteinas del EDLc y las proteinas clave en la
proliferacién celular. Los circulos rojos resaltan a las proteinas importantes en la via. Las lineas de
colores indican interacciones entre proteinas reportadas en distintas fuentes cientificas, destacando
que las flechas de color verde indican la activacion de la proteina blanco y las rojas inhibicion.
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Figura complementaria 5. Interactoma de las proteinas del EDLc y las proteinas importantes en la
apoptosis. Los circulos rojos enmarcan a las proteinas importantes en la via. Las lineas de colores
indican interacciones entre proteinas reportadas en distintas fuentes cientificas, destacando que las

flechas de color verde indican la activacion de la proteina blanco y las rojas inhibicion.
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Figura complementaria 6. Interactoma de las proteinas del EDLc y las proteinas importantes en la
regulacion de la glucosa en sangre. Los circulos sefialan las 3 proteinas relevantes en la via. Los
circulos rojos sefialan a las proteinas importantes en la ruta molecular. Las lineas de colores indican
interacciones entre proteinas reportadas en distintas fuentes cientificas, destacando que las flechas
de color verde indican la activacién de la proteina blanco y las rojas inhibicion.
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Figura complementaria 7. Interactoma de las proteinas del EDLc y las proteinas importantes de

la cascada de coagulacion. Los circulos rojos encierran a las proteinas relevantes en la via. Las

lineas de colores indican interacciones entre proteinas reportadas en distintas fuentes cientificas,

destacando que las flechas de color verde indican la activacion de la proteina blanco y las rojas
inhibicion.
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Figura complementaria 8. Interactoma de las proteinas del EDLc y las proteinas esenciales en la
regulacion de la presion arterial. Los circulos rojos resaltan a las proteinas importantes en la via. Las
lineas de colores indican interacciones entre proteinas reportadas en distintas fuentes cientificas,
destacando que las flechas de color verde indican la activacion de la proteina blanco y las rojas
inhibicion.
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Figura complementaria 9. Interactoma de las proteinas del EDLc y las proteinas implicadas en la via
nociceptiva. Los circulos enmarcan a las proteinas relevantes en la via. Los circulos rojos resaltan
a las proteinas importantes en la via. Las lineas de colores indican interacciones entre proteinas
reportadas en distintas fuentes cientificas, destacando que las flechas de color verde indican la
activacion de la proteina blanco y las rojas inhibicion.
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Figura complementaria 10. Interactoma de las proteinas del EDLc y las proteinas involucradas en
la regeneracion de tendones. Los circulos rojos encierran a las proteinas importantes en la via. Las
lineas de colores indican interacciones entre proteinas reportadas en distintas fuentes cientificas,
destacando que las flechas de color verde indican la activacion de la proteina blanco y las rojas
inhibicion.
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