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RESUMEN

Los péptidos antimicrobianos (AMPs por sus siglas en inglés) son pequefias moléculas con menos de 50
aminoacidos, principalmente con carga positiva e importantes propiedades antibacterianas y antifungicas. Se
cree que el principal mecanismo de accién contra los diferentes patdgenos es la ruptura de membranas, que
puede darse mediante tres modos de accién: modelo de duela de barril, modelo de agujero de gusano (o poro
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toroide) y modelo de alfombra. Particularmente en las plantas, la mayoria de los AMPs son ricos en cisteina,
lo que permite la formacidn de numerosos puentes disulfuro (entre dos y seis). Esta caracteristica les da el
nombre de CRPs (cysteine-rich peptides) o péptidos ricos en cisteina. Los puentes disulfuro les confieren a
los AMPs una alta estabilidad quimica, térmica y proteolitica. En este trabajo se describen las caracteristicas
de siete familias: defensinas, tioninas, heveinas, knotinas, a-harpininas, proteinas de transferencia de lipidos
(LTPs) y snakinas. Cada familia presenta propiedades distintivas, si bien existen semejanzas entre ellas,
como sus propiedades antimicrobianas y fragmentos de secuencias de aminoacidos comunes. Considerando
que dichos péptidos han participado por milenios en la defensa de las plantas por su eficiencia y estabilidad,
ésto los convierte en ventajosos frente a los farmacos actuales mas susceptibles a generar resistencia. Se
cree que su estudio y explotacidn podra servir en el futuro en aplicaciones en la industria agricola,
farmacéutica y biotecnoldgica, lo que mejoraria la calidad de vida.

PALABRAS CLAVE: antibacterianos, antifingicos, defensinas, péptidos ricos en cisteina.

SUMMARY: PLANT ANTIMICROBIAL PEPTIDES

Antimicrobial peptides (AMPs) are mainly positive charged small molecules of less than 50 amino
acids, with antibacterial and antifungal properties. The main mechanism of action against pathogens is the
cell membrane disruption, which can occur through three modes of action: barrel-stave model, the worm
hole (or toroid pore) model, and carpet model. Particularly in plants, most of the AMPs are cysteine-rich
peptides (CRPs), which allow the formation of numerous disulfide bridges (between two and six). The
disulfide bridges give the AMPs a high chemical, thermal and proteolytic stability. In this work, the
characteristics of seven families are described: defensins, thionins, heveins, knottins, a-harpinines, Lipid
Transfer Proteins (LTPs) and snakines. Each family has distinctive properties, although there are similarities
between them, such as their antimicrobial properties and common amino acid sequences. Considering that
these peptides have participated for millennia in the defense of plants due to their efficiency and stability,
this makes them advantageous compared to the current drugs that are more susceptible to generate
resistance. Theirs study and exploitation could be useful for future applications in the agricultural,
pharmaceutical and biotechnology industry, which will improve the life quality.

KEY WORDS: antibacterial, antifungal, cysteine-rich peptides, defensins.

INTRODUCCION

Los péptidos antimicrobianos (AMPs por sus siglas en inglés) son moléculas pequefias que
componen el grupo de moléculas de inmunidad innata (Kanafani & Perfect, 2008). Estas moléculas suelen
tener un tamafio que varia de 10 a 55 residuos de aminoacidos y sus conformaciones espaciales pueden ser
muy diversas. Son moléculas que se sintetizan a nivel ribosomal y se modifican a nivel postraduccional.
Actualmente, se han registrado mas de 2900 péptidos antimicrobianos en el Antimicrobial Peptide Database
(http://aps.unmc.edu/AP/main.php), donde estdn catalogados de acuerdo a su origen y propiedades
antimicrobianas. Los AMPs provienen de diferentes fuentes: animal, vegetal, bacteriano o protozoario, y

presentan diferentes longitudes y estructuras (Bulet et al., 2004). Participan en el sistema de defensa contra
distintos patdgenos, como bacterias, virus y hongos. Algunos de los AMPs matan a los patogenos
microbianos en forma directa, mientras que otros actdan indirectamente modulando sistemas de defensa
del hospedador (Fox, 2013). La mayoria de los AMPs tienen capacidad de ser antibacterianos, pero algunos
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de ellos a su vez también son antifungicos. Estos ultimos han cobrado particular interés en los ultimos anos
debido a la baja disponibilidad de antifingicos contra patégenos humanos, de animales o de plantas de
interés agroindustrial y al aumento de cepas resistentes (Akkan, 2016). Todavia quedan muchos AMPs a los
gue no se les han estudiado exhaustivamente sus propiedades antifliingicas, lo que podria abrir ain mas el
campo de explotacion de dichos péptidos.

CARACTERISTICAS DE LOS AMPS

Los AMPs pueden clasificarse en tres grupos de acuerdo a su carga: catidnicos, neutros y anionicos,
aunque la mayoria son catidnicos y despliegan una carga neta positiva entre +1 y +15. Los aminodcidos mas
abundantes suelen ser lisina y arginina (Akkan, 2016). La carga positiva cumple una funcién importante a
través de la cual se inicia una unidn electrostatica con la membrana, que porta carga negativa. Sin embargo,
la actividad antimicrobiana no necesariamente se incrementa con la carga positiva, ya que la actividad
depende también de la secuencia de aminodacidos y de la estructura secundaria (Zhang & Zhu, 2010). A
diferencia de los péptidos catidnicos, los AMPs anidnicos exhiben una carga neta negativa que muchas veces
lleva a una repulsion con la carga negativa de la membrana. Se ha encontrado que la carga negativa no es un
prerrequisito para la unién a la membrana y la clave en esta interaccion es la distribucion de la carga y la
estructura secundaria (Soscia et al., 2010).

En cuanto a la longitud del péptido, el nimero de aminoacidos juega un rol importante en la
estructura secundaria y en el modo de accidn de los AMPs. La mayoria de los AMPs presentan entre 11y 40
aminoacidos (Soliman et al., 2011; Nagant et al., 2012). Aquellos péptidos antifingicos que superaron las
fases clinicas y estan a punto de salir al mercado presentan menos de 15 aminodcidos, y el 20% de ellos son
sintéticos (Duncan & O’Neil, 2013; Fox, 2013).

Algunas desventajas que presentan los AMPs son: pobre absorcidn en los tejidos, rapida degradacion
in vivo y baja estabilidad. También pueden presentar respuesta de hipersensibilidad; incluso la mayoria de
los péptidos que son excretados rdpidamente presentan baja viabilidad y son sensibles a la presencia de
sales (Akkan, 2016). Sin embargo, el conocimiento que se tiene de estos péptidos permite modificarlos
guimicamente para compensar estas desventajas. Por otro lado, la aparicion de nuevas cepas resistentes
hace necesario el desarrollo de otras alternativas, por lo que se espera en un futuro la produccion de
farmacos basados en péptidos. Ademas, las caracteristicas presentes en los AMPs (rapida accién, amplia
actividad, alta sensibilidad y baja resistencia microbiana) los hacen buenos agentes terapéuticos. Por esto se
han sintetizado varios de estos AMPs como potenciales farmacos (Campese et al., 2009). Es importante
destacar que los tejidos de la mayoria de los organismos multicelulares expresan naturalmente cocktails de
péptidos con gran cantidad de AMPs que, a su vez, han mostrado especificidad por la molécula blanco y baja
toxicidad (Zasloff, 2002).

Se cree que el principal mecanismo de accidn de los péptidos antimicrobianos es la ruptura de
membranas. Como consecuencia, se produciria una fuga de metabolitos, la despolarizacion de la
membrana, interrupcién de los procesos respiratorios y, finalmente, la muerte celular (Barbosa Pelegrini et
al., 2011). La interaccion de los péptidos con la membrana lipidica es posible gracias a su estructura
anfipatica y, en algunos casos, a la carga positiva a pH fisioldgico, lo que permite la atraccidn entre las cargas
negativas de las membranas y la carga positiva de sus residuos basicos (Pelegrini & Franco, 2005). Esta
interaccion permite la acumulacion de péptidos intramembrana hasta llegar a un umbral en el cual se
produce el colapso y la membrana se rompe. Nawrot et al. (2014) describen tres tipos de modelos de
ruptura de membrana: 1) modelo de duela de barril, 2) modelo de agujero de gusano (o poro toroide) y 3)
modelo de alfombra. Estos mecanismos de accidon son comunes en los péptidos antimicrobianos.

ISSN 0034-9496 30



Rev. Farm. vol. 160 n21:31-46— CARDILLO- MARTINEZ CERON- ROMERO- CASCONE- CAMPERI- GIUDICESSI

1. Modelo de duela de barril: Los péptidos se ubican en la membrana con los residuos
hidrofdbicos orientados hacia el interior de la bicapa lipidica y los hidrofilicos orientados hacia
la luz del poro (Fig. 1a).

2. Modelo de agujero de gusano: los péptidos se reorientan en la membrana y arrastran los lipidos
con ellos mediante interacciones electrostaticas. La membrana sufre un doblez y forma un poro
toroidal (Fig. 1b).

3. Modelo de alfombra: los péptidos actian como detergentes, cubriendo la membrana
electrostdticamente (en forma monomérica u oligomérica). Esta "alfombra" de moléculas
anfipaticas desplaza los fosfolipidos, alterando las propiedades de la membrana y generando su
ruptura (Barbosa Pelegrini et al., 2011, Fig. 1c)

Debido a que la actividad antimicrobiana de los péptidos catidnicos naturales resulta de su
capacidad para romper la membrana mas que de su efecto inhibitorio sobre cualquier enzima, tienden a ser
menos vulnerables al desarrollo de resistencia por parte de los microorganismos (Zhai & Xiaorong, 2011).
Las concentraciones inhibitorias minimas (MIC) encontradas a lo largo de los diferentes estudios se
encuentran entre 8 y 100 pg/ml, sin observarse en muchos casos presencia de células vivas a partir de los 64
ug/ml (Pfaller, 2012). Se han aislado péptidos pequefios con propiedades antimicrobianas a partir de
vegetales (Mandal et al., 2011) y animales (Conlon et al., 2004). Se han sintetizado AMPs en base a péptidos
hallados en mamiferos (Nikawa et al., 2004; Rossignol et al., 2011) y animales marinos (Sonthi et al., 2011;
Lépez-Abarrategui et al., 2012; Pushpanathan et al., 2012; Park & Lee, 2009), en anfibios (Park et al., 2004;
Pal et al., 2006) y en insectos (Hwang et al., 2010; Rossi et al., 2012; Machado et al., 2012).

il m

i 4@ @ QU s

M 1b) Modelo de
M aguiero de gusano

1¢) Modelo de
alfombra

Figura 1: Modelos de ruptura de membrana tomado de Nawrot et al. (2014). a)
modelo de duela de barril, b) modelo de agujero de gusano (o poro toroide) y c)
modelo de alfombra.
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AMPS PROVENIENTES DE PLANTAS

Se ha encontrado que el 51% de los péptidos presentes en plantas presentan actividad
antimicrobiana (Hammami et al., 2009). Los AMPs son producidos en flores, raices, tallos y hojas. La
estructura de los AMPs obtenidos en plantas es similar a los obtenidos en animales e insectos (Salas et al.,
2015).

En las plantas, la mayoria de los AMPs en general son ricos en cisteina, lo que permite la formacion
de numerosos puentes disulfuro (entre dos y seis). Esta caracteristica les da el nombre de CRPs (cysteine-
rich peptides) o péptidos ricos en cisteina (Hammami et al., 2009). Los puentes disulfuro les confieren a los
AMPs una alta estabilidad quimica, térmica y contra peptidasas.

La clasificacién de las familias de AMPs se basa principalmente en un nimero definido de residuos
de cisteina presentes en la secuencia y en los aminoacidos que se encuentran entre dos cisteinas préximas.
Se han identificado cerca de 12.800 péptidos ricos en cisteina (CRPs) en 33 plantas diferentes, y estos
péptidos presentaron, a su vez, patrones de aminodacidos que se repiten entre las cisteinas (Silverstein et al.,
2007). En plantas modelos, como la planta de arroz y especies del género Arabidopsis Heynh., los CRPs
componen el 3% de las proteinas.

Los AMPs de plantas se agrupan en diferentes familias, de acuerdo a sus caracteristicas. Las mas
importantes son: defensinas, tioninas, péptidos del tipo heveinas (hevein-type peptides), péptidos del tipo
knotinas (knottin-type peptides), proteinas que participan en la transferencia de lipidos (lipid transfer
proteins), a-harpininas y snakinas (Tam et al., 2015).

1. DEFENSINAS
1.1. CARACTERISTICAS GENERALES

Esta familia de péptidos es la que mas se conoce, y presenta numerosas aplicaciones
antimicrobianas. Son moléculas de 45 a 54 aminoacidos, con 3 a 5 puentes disulfuro. Las uniones entre
cisteinas (Cys-Cys) en las defensinas con 4 puentes disulfuro se corresponden a la forma Cys1-Cys8, Cys2-
Cys5, Cys3-Cysb y Cys4-Cys7 (Fig. 2a). En el caso de tener 5 puentes disulfuro las uniones son: Cys1-Cys10,
Cys2-Cys5, Cys3-Cys7, Cys4-Cys8 y Cys6-Cys9 (Fig. 2b). Presentan un peso molecular promedio de 6 kDa y
carga positiva, con numerosos aminodcidos basicos. En general son péptidos monoméricos y sus secuencias
de aminodcidos varian ampliamente, con excepcidn de las cisteinas, que se conservan a lo largo de toda la
familia (Carvalho & Gomes, 2011). Las defensinas estan ubicadas principalmente en la pared celular y en el
espacio extracelular de las semillas (Terras et al., 1995). También se las ha detectado en las vainas de las
arvejas (Terras et al., 1995; Chen et al., 2002), en xilema, células parenquimaticas y espacios periféricos de
muchas especies (Kragh et al., 1995; Chen et al., 2002). La presencia de cuatro o cinco puentes disulfuro
conservados les confiere una estructura de pseudociclos formados por tres estructuras B antiparalelas y una
hélice a. Si bien su estructura es muy conservada, se han detectado modificaciones tanto a nivel de la
estructura primaria como de la terciaria (Sitaram, 2006; Carvalho & Gomes, 2011). Estas caracteristicas
estructurales hacen que las defensinas se dividan en tres subfamilias: a, B y 6-defensinas. Las tres
subfamilias difieren en la longitud de los segmentos peptidicos entre las cisteinas y el emparejamiento de
las mismas que estan conectadas por enlaces disulfuro (Ganz, 2003). La mayoria de las defensinas son
moléculas anfipaticas que tienen grupos de aminodcidos positivamente cargados y cadenas laterales de
aminoacidos hidrofébicos. Esto les permite interactuar con las membranas microbianas (carga positiva) y las
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cadenas hidrofébicas de acidos grasos. El campo eléctrico de la membrana empuja a las defensinas hacia el
interior de la misma, generando una tensidn, y el campo eléctrico transmembrana “tira” de las moléculas de
péptido hacia el interior de la membrana. A medida que las defensinas se acumulan en una "alfombra", la
membrana se tensa y se deforma, al cambiar la conformacién de los péptidos. Este cambio da como
resultado la formacidn de poros en la membrana (Ganz, 2003; Lohner et al., 1997).

a) NaD1

-C e

b) PhD1
~C1-Cy-Co-Cy-CsC-

Figura 2: Uniones puente disulfuro de las defensinas NaD1 y PhD1, provenientes de la planta de
tabaco Nicotiana alata Link y Otto. a) NaD1 presenta cuatro puentes disulfuro, b) PhD1 presenta un quinto
puente disulfuro entre las cisteinas C; y Cs (tomado de Lay et al., 2003).

1.2 ACTIVIDAD BIOLOGICA

Ademas de la actividad antibacteriana, las defensinas presentan actividad antifingica (Fujimura et
al., 2003; Sitaram, 2006). Son inhibidoras de la actividad de tripsina (Wijaya et al., 2000) y diferentes a-
amilasas de algunos insectos, hongos e incluso de la saliva humana (Méndez et al., 1996). La primera
actividad antifungica y antimicrobiana registrada en defensinas de plantas fue observada en semillas de
Raphanus sativus L. (Terras et al., 1992). Inicialmente se observé que la actividad antifungica se basaba en
alterar el flujo de Ca?* y K* (Thevissen et al., 1999), pero luego se comprobé que también algunas defensinas
generaban permeabilizacidon de la membrana plasmatica (Thevissen et al., 2000). Las defensinas funcionan
como inhibidores de la traduccién de proteinas, a-amilasas e inhibidores de bloqueantes de los canales
idnicos. Se ha observado que varias defensinas reducen in vitro la actividad de la transcriptasa inversa del
VIH1 y exhiben un efecto antiproliferativo hacia varios tipos de células de cancer de mama (Carvalho &
Gomes, 2009 y 2011). Otros estudios han demostrado que diversas defensinas inducen también apoptosis
de levaduras y especies fungicas, dentro de las cuales se encuentra Candida albicans (Aerts et al., 2007 y
2009). Las defensinas son los péptidos antimicrobianos mas abundantes en el ser humano. Dadas las
similitudes entre éstas y las de plantas, se han podido analizar las aplicaciones de las defensinas de un
origen para atacar microorganismos patdgenos del otro reino (Ganz, 2003).
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2. TIONINAS
2.1 CARACTERISTICAS GENERALES

Las a y B tioninas son péptidos catidnicos de 45 a 48 aminoacidos con tres a cuatro puentes
disulfuro, y son los péptidos antimicrobianos prototipos de las plantas. Todos los grupos de a/B tioninas
presentan secuencias de aminoacidos homdlogas y estructuras similares (Stec, 2006), ricas en arginina, lisina
y cisteina (Nawrot et al., 2014). Existe otro grupo, las y tioninas, que presentan una mayor similitud con las
defensinas, e incluso, algunos autores las consideran dentro de esa clasificacidon (De Coninck et al., 2016).
Estan presentes tanto en monocotiledéneas como en dicotileddneas y son expresadas en una gran variedad
de tejidos (semillas, hojas y raices) (Steinmuller et al., 1986; Gausing, 1987). En comparacién con las
defensinas presentan una mayor secuencia de aminodacidos conservada dentro del grupo (Tam et al., 2015).
Se clasifican como pseudociclos debido a la unién por puente disulfuro de extremo a extremo, lo que le
confiere una estructura circular (Nawrot et al.,, 2014). En el caso de las tioninas que presentan ocho
cisteinas, las uniones Cys-Cys son: Cys1-Cys8, Cys2-Cys7, Cys3-Cys6 y Cys4-Cys5 (Fig.3a). En las tioninas con
seis cisteinas, las uniones se dan de la forma Cys1-Cys6, Cys2-Cys5 y Cys3-Cys4 (Fig.3b).

a) Alpha-1 Purothionin
-C1:C;-C5-C4—C5-Cq-Cr-Co

T
L. o > I

b) At-THI2.1
26,C,1C..C,.C, . C,

| 2 [ Fp—— I

Figura 3: Uniones puente disulfuro de las tioninas Alpha-1 Purothionin, proveniente
de Helleborus purpurascens Fuss y (2a) y At-THI2.1, proveniente de Arabidopsis
thaliana L. Heynh (2b). a) Alpha-1 Purothionin presenta cuatro puentes disulfuro
(tomado de Tavormina et al., 2015) y b) At-THI2.1 presenta tres puentes disulfuro
(tomado de Milbradt et al., 2003).

2.2 ACTIVIDAD BIOLOGICA

Las tioninas fueron caracterizadas por su toxicidad contra bacterias, hongos, larvas de insectos y
células animales y vegetales (Stec, 2006). Estudios in vivo e in vitro han propuesto tres mecanismos de
accion: 1) mediante la formacidn de canales idnicos, 2) por el modelo de alfombra y 3) por disolucién de la
membrana lipidica (Stec, 2006). Por otro lado, varios estudios comprobaron que la lisina en la posicién 1y la
tirosina en la posicién 13 (ambas muy conservadas en las diferentes tioninas) juegan un papel crucial en su
toxicidad (Evans et al. 1989; Stec et al., 2004; Frackietal., 1992). En general, presentan toxicidad contra
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bacterias Gram positivas y negativas (Cammue et al., 1992; Evett et al., 1986; Florack et al., 1993), hongos
(Cammue et al.,, 1992; Molina et al., 1993a) y levaduras (Hernandez-Lucas et al., 1974). Gracias a sus
caracteristicas quimicas y fisicas, su resistencia a diversos patdgenos y su alta estabilidad, constituyen
potenciales candidatas para la industria agricola, ya que son una de las principales familias que componen el
sistema de defensa de las plantas. Recientemente, se ha propuesto el uso de estos péptidos como
potenciales inmunotoxinas en la terapia tumoral. En la busqueda de productos naturales
farmacolégicamente activos, se descubrid un nuevo grupo de tioninas en las raices de Helleborus
purpurascens que, en consecuencia, se denominaron heletioninas (Milbradt et al., 2003). Por otro lado, se
ha propuesto el desarrollo de una estrategia de proteccion de cultivos basada en tioninas que presenta
varios beneficios, como el aumento de los rendimientos en la produccion al minimizar las pérdidas por
enfermedades microbianas, la reduccién de los costos de los pesticidas y la disminucion de la contaminacion
ambiental por plaguicidas. El sistema de proteccién de cultivos basado en las tioninas, especialmente la
resistencia antifingica, requiere niveles efectivos de produccion de péptido y acumulacion del mismo
biolégicamente activo. Avances recientes en el estudio de la funcién de tionina en células vegetales abren
alternativas para utilizar esta familia de péptidos en el desarrollo de cultivos comerciales con una mayor
resistencia antibacteriana y antifiingica (Gust et al., 2010).

3. PEPTIDOS TIPO HEVEINA (HEVEIN-LIKE PEPTIDES)
3.1 CARACTERISTICAS GENERALES

La heveina es un péptido de 43 aminoacidos, rico en glicina y cisteina, con actividad sobre la quitina
(Koo et al., 1998). Fue purificada e identificada inicialmente en el latex del arbol del caucho, Hevea
brasiliensis, y es uno de los componentes proteicos mds abundantes del mismo. Los dominios de la heveina
se unen a la quitina, que es la proteina blanco principal (Beintema, 1994; Kini et al., 2015). Presenta ocho
cisteinas y las uniones se forman entre Cysi-Cysa, Cys;-Cyss, Cyss-Cysey Cyss-Cyss (Fig. 4). Los péptidos del
tipo heveina son compuestos bdsicos de 29 a 45 aminodcidos con tres a cinco puentes disulfuro. A
diferencia de las otras familias, los péptidos con estructuras homélogas a la heveina son ricos en glicina,
contienen compuestos aromaticos a lo largo de sus secuencias y pueden presentar 6, 8 o 10 cisteinas (Tam
et al., 2015). Se han identificado unos 285 péptidos del tipo heveina, de los cuales 124 fueron encontrados
en diferentes plantas. Presentan, ademads, la ventaja de ser térmicamente estables; sin embargo, se ha
observado pérdida de actividad a pH 4cido y condiciones reductoras (Koo et al., 1998 y 2002). Gracias a su
capacidad de unidn a la quitina, los péptidos tipo heveina son utiles para estudiar la interaccién de péptidos
con hidratos de carbono, la cual se basa principalmente en uniones puente de hidrégeno y fuerzas de Van
der Waals (Tam et al., 2015).

Hb-HEV1

C1-Ge-CaCe-C-Bo-Or-Co-

Figura 4: Uniones puente disulfuro de la heveina Hb-HEV1 proveniente de Hevea
brasiliensis (tomado de Tavormina et al., 2015).
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3.2 ACTIVIDAD BIOLOGICA

Existe un gran interés médico por la heveina, ya que se la ha relacionado con problemas de alergia,
especialmente alergia al latex y el llamado sindrome de latex-fruta (Alenius et al., 1995; Blanco, 2003; Diaz-
Perales et al., 1998). Existen varios péptidos/proteinas que presentan similitudes en sus dominios con la
heveina, ademds de la heveina misma, y en todos se observd actividad antifingica e insecticida (Raikhel &
Lee, 1993). Los péptidos antimicrobianos tipo heveina poseen una importante actividad antifungica in vitro
(Archer, 1960; Van Parijs et al., 1991). Inhiben también el crecimiento de la quitina en los hongos,
protegiendo las plantas de una amplia variedad de patdgenos fungicos (Beintema, 1994). Slavokhotova et al.
(2014) produjeron péptidos antimicrobianos recombinantes llamados “péptidos antimicrobianos de trigo”
(WAMP por sus siglas en inglés) a los que se les adiciond un residuo de serina en el sitio de protedlisis del
patégeno Fungalysin, permitiendo el incremento de la resistencia a metaloproteinasas flungicas. Por otro
lado, Wong et al. (2016) describieron el primer conjunto de péptidos del tipo heveina aislados y
caracterizados a partir de gimnospermas. Como grupo, representan una nueva clase de péptidos tipo 8C-
heveina que son ricos en prolina y libres de carga. Los resultados sugieren que estos péptidos pueden ser
Utiles para disefiar terapias peptidicas metabdlicamente estables por sus caracteristicas fisicoquimicas
(Wong et al., 2016). Otros péptidos del tipo heveina descubiertos y caracterizados han sido estudiados
como potenciales andamios para el desarrollo de péptidos terapéuticos metabdlica y oralmente activos. Tal
es el caso de los péptidos del tipo heveina vH1 y vH2, de Vaccaria hispanica. Estas moléculas son ricas en
glutamina, sin carga, con ocho cisteinas, un dominio de unidn a la quitina y una estructura restringida por
puentes disulfuro. Los estudios de estabilidad realizados mostraron que estos péptidos presentan ademads
una estructura compacta que los hace resistentes a la degradacidn térmica, quimica y proteolitica (Wong et
al., 2017).

4. KNOTINAS
4.1 CARACTERISTICAS GENERALES

Las knotinas, provenientes de las plantas, son moléculas pequefias, de unos 30 aminodcidos, ricas en
cisteina, al igual que las otras familias. Presentan 6 cisteinas que forman tres puentes disulfuro de la forma
Cysi1-Cysa, Cys,-Cyss y Cyss-Cyse (Fig.5). Estos puentes forman un “nudo” de cisteinas que se modifica a lo
largo de las diferentes subfamilias. En estos péptidos estan incluidos los cicldtidos (Fig.6) y los inhibidores de
las familias de la a-amilasa, tripsina y carboxipeptidasa. Las knotinas fueron descubiertas en la planta de
papa como inhibidores de este ultimo grupo de enzimas (Rees & Lipscomb, 1982). La mayoria son lineales, a
excepcion de los ciclotidos (knotinas ciclicas), y pueden encontrarse tanto en plantas, hongos e insectos,
como en arafias. Los “nudos” de cisteinas son comunmente encontrados en los distintos grupos de péptidos
antimicrobianos vegetales y, a diferencia de otras familias que presentan secuencias aminoacidicas
conservadas, las knotinas presentan zonas hipervariables.
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Mj-AMP1

-C;-C,-C;C,-C-Co

Lo=amd=sd

Figura 5: Uniones puente disulfuro de la knotina Mj-AMP1 proveniente de Mirabilis
jalapa L. (tomado de Tavormina et al., 2015).

Phyb-A1

~C1-Cy-Cy-Cy-Cy-Co-

Figura 6: Uniones puente disulfuro del ciclétido Phyb-Al proveniente de Petunia
hybrida E. Vilm. (tomado de Tavormina et al., 2015).

4.2 ACTIVIDAD BIOLOGICA

Presentan una variedad de funciones como ser antimicrobiana, citotdxica, insecticida, anti VIH y
similares a hormonas (Tam et al., 2015; Pallaghy et al., 1994). La accidn de las knotinas es inhibitoria, lo que
le confiere a la planta mecanismos de defensa contra hongos, insectos y otros patégenos (Konarev et al.,
2002). Se ha observado que presentan, especialmente los ciclétidos, estabilidad enzimatica, térmica y
guimica (Heitz et al., 2008), ademas de resistencia a proteasas como tripsina, quimotripsina, pepsina y
elastasa (Ireland et al., 2006). También presentan funciones potencialmente farmacoldgicas, considerando
sus actividades antimicrobianas, anti VIH y anti tumorales (Craik, 2012). Cabe aclarar que la estructura ciclica
de los ciclétidos no estaria relacionada a su estabilidad ni a su flexibilidad, como demostraron Heitz et al.
(2008). En general, las knotinas que presentan funciones membranoliticas son de naturaleza anfipatica,
caracteristica necesaria para llevar a cabo su accidn antimicrobiana. Sin embargo, al contrario de las tioninas
y las defensinas de plantas, la mayoria de los ciclétidos no interaccionaria de forma electrostatica con las
membranas, dado que suelen ser débilmente positivos o neutros a pH fisioldgico, debido a su estructura
ciclica (Henriques & Craik, 2010). La estructura quimica de las knotinas resulta interesante para el desarrollo
de nuevos farmacos, dado que presentan: (1) alta estabilidad proteolitica, térmica y quimica debido al
ciclado de la cadena principal de los cicldtidos; (2) debido a su pequefio tamafio son faciles de sintetizar
guimicamente y (3) se pueden generar multiples variantes dada su tolerancia a incorporar diferentes
aminoacidos a lo largo de su secuencia peptidica (Wong et al., 2012). Su aplicabilidad en la industria farma-
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céutica es muy amplia, dado que presentan actividad anti VIH, antimicrobiana y penetran células (Gould et
al., 2011). Debido a su estabilidad ante enzimas proteoliticas y a las tasas relativamente altas de absorcion
intestinal, es posible la administracidn de estos péptidos por via oral. Gracias al éxito obtenido con el disefio
de la primera knotina utilizada para obtener imagenes tumorales y las que se comercializan como
analgésicos o aquéllas que se encuentran en fase preclinica y clinica, se espera que muchos de estos
péptidos sean utilizados en el desarrollo diagndstico y terapéutico (Kolmar, 2009) en el futuro préximo. Por
otro lado, se ha estudiado ampliamente la actividad anti-VIH de los ciclotidos como potenciales agentes
terapéuticos. La primera actividad anti-VIH fue reportada por Gustafson et al. (2004), quienes buscaban
nuevos productos naturales con actividad antiviral. En ese trabajo se demostrd que varios ciclétidos aislados
de la corteza del arbol africano Chassalia parvifolia, llamados circulinas A-F, inhibian la infeccion por el VIH
en diferentes lineas celulares del hospedador. Desde entonces, también se ha demostrado que otros
cicldtidos presentan actividad anti-VIH (Gustafson et al., 2004; Wang et al., 2008; Daly et al., 2004). También
se han utilizado los ciclétidos como modelos para el disefio de agentes antiangiogénicos en el tratamiento
del cancer y como agentes antiinfecciosos. Los efectos toxicos de los ciclétidos, cuya funcidn natural es
insecticida, pueden eliminarse mediante mutagénesis simple. Esto resuelve el desafio de utilizar agentes
insecticidas como candidatos en la terapia humana (Henriques & Craik, 2010).

5.A-HARPININAS
5.1. CARACTERISTICAS GENERALES

La familia de las a-harpininas estd compuesta por péptidos ricos en lisinas, glutaminas y argininas vy,
al igual que los otros AMPs, comparten la conservacion de las cisteinas y los puentes disulfuro. Estos
péptidos presentan dos puentes disulfuro de la forma Cys;-Cyss y Cys,-Cyss (Fig.7) (Tam et al., 2015). La
estructura secundaria, por otro lado, esta representada por una a-hélice, seguida de un loop y otra a-hélice.
Esta familia estda muy poco estudiada; sin embargo algunos autores lograron caracterizar péptidos de esta
familia obtenidos a partir de la hierba Stellaria media L., de la cual se logré obtener el perfil gendmico,
identificando no sélo este tipo de péptidos sino, ademas, defensinas, tioninas, heveinas, snakinas y otros
péptidos ricos en cisteina (Slavokhotova et al., 2017).

MiAMP2c
~C,-C-Cy-Cy-

Figura 7: Uniones puente disulfuro de la harpinina MiAMP2c proveniente de
Macadamia integrifolia (tomado de Tam et al., 2015).
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5.2 ACTIVIDAD BIOLOGICA

Hasta ahora se han estudiado muy pocas harpininas, incluyendo MBP-1,MiAMP2s, Ec-AMP1, Luffin
P1, VhT1, BWI-2c, Tk-AMP-Xs, y Sm-AMP-X. MBP-1. Esta ultima presenta actividad inhibitoria contra varios
hongos patdgenos de plantas (Duvick et al., 1992), mientras que MiAMP2 presenta actividad antifungica in
vitro (Marcus et al., 1999). Las harpininas Tk-AMP-1, Tk-AMP-2 y Sm-AMP-X también presentan actividad
antifdngica (Utkina et al., 2013; Slavokhotova et al., 2014) y VhT1 y BWI-2c presentan actividad inhibitoria
de tripsinas (Conners et al., 2007; Oparin et al., 2009). La harpinina de mayor interés es la Luffin P1, ya que
Ng et al. (2011) descubrieron que presentaba actividad anti-HIV-1 in vitro en células T infectadas.

6. PROTEINAS DE TRANSFERENCIA DE LiPIDOS (LTPS) Y SNAKINAS
6.1.1 CARACTERISTICAS GENERALES DE LAS LTPS

Las proteinas de transferencia de lipidos (LTPs) son polipéptidos (IUPAC-IUB, 1984) de menos de 10
kDa, compuestos por 70 a 90 aminoacidos. Son moléculas catidnicas con ocho cisteinas y se diferencian de
los otros AMPs en que pueden unirse a una amplia gama de lipidos: acidos grasos, fosfolipidos,
prostaglandina B2 y acil-coenzima A. Por esta razén también se los denomina LTPs no especificos (Kader,
1996; Carvalho & Gomes, 2007). Existen dos subfamilias, LTP1, de 7 kDa y LTP2, de 9 kDa (Fig.8). Las uniones
por puente disulfuro de las LTP1 se forman mediante los enlaces de Cys1-Cys6, Cys2-Cys3, Cys4-Cys7 y Cys5-
Cys8, mientras que en LTP2 los enlaces son: Cys1-Cys5, Cys2-Cys3, Cys4-Cys7 y Cys6-Cys8 (Pons et al., 2003).
Los LTPs1 presentan una superficie hidrofdbica en el espacio de interaccién con los lipidos gracias a residuos
de aminodcidos como isoleucina, valina, leucina y alanina. Sin embargo, se pueden encontrar algunos
aminoacidos hidrofilicos como arginina, serina o lisina (Simorre et al., 1991). Estos puentes permiten una
estructura espacial en la que se forma una cavidad hidrofdbica, en la cual las LTPs interactian con los lipidos
(Lee et al., 1998).

6.1.2 CARACTERISTICAS GENERALES DE LAS SNAKINAS

Al igual que las LTPs, las snakinas se componen de 70 a 90 amino&cidos y se dividen en
dos subfamilias, las snakinas 1 y snakinas 2. Ambas presentan 12 cisteinas que se unen formando
puentes disulfuro de la forma Cysi:-Cyss, Cys,-Cysz, Cyss-Cyss, Cyss-Cysii, Cyss-CysSiz ¥ Cyss-
Cysio (Fig.9), y su conformacion espacial esta dada por dos estructuras a-hélices largas (Segura et
al., 1999; Berrocal-Lobo et al., 2002). El tamafio molecular de las subfamilias es muy similar, con
63 aminoacidos para las snakinas 1 y 66 para la snakinas 2. Las snakinasl presentan un pequefio
grado de similitud estructural con las tioninas (Porto & Franco, 2013).

Os-LTP2
+C1-C-CCy-Cs-Co-Cr-Co-

i

Figura 8: Uniones puente disulfuro de la Os-LTP2 proveniente de Oryza sativa L.
(tomado de Tavormina et al., 2015).
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St-SN1

C.-CpCoCyCrCoCorCyCoCroCrrCo
L L R L L Rl

Figura 9: Uniones puente disulfuro de la snakina St-SN1 proveniente de Solanum
tuberosum L. cv Jaerla (tomado de Berrocal Lobo et al., 2002).

6.2.1 ACTIVIDAD BIOLOGICA DE LAS LTPS

Las LTPs presentan actividad antifungica y bactericida (Molina et al., 1993b; Kader, 1996; Carvalho &
Gomes, 2007). También promueven la permeabilizacion de la membrana de las células patdgenas (Regente
et al., 2005). Si bien su modo de accién no esta del todo descripto, algunos investigadores sugieren que
podrian insertarse en las membranas de las células fungicas y formar un poro que permitiria el flujo de
salida de iones intracelulares, generando la muerte celular (Selitrennikoff, 2001). Estudios previos han
demostrado que la cavidad hidrofébica de las LTPs en plantas interactia con una sola cadena acilo, pero no
con una molécula fosfolipidica completa (Shin et al., 1995). Las dos cadenas de acilo del fosfolipido de la
membrana pueden interactuar de manera diferente con el péptido, con una unién mas débil que la otra,
facilitando la extraccion del fosfolipido cuando el LTP interactia con la superficie de la membrana (Kader,
1996). En la planta de maiz, se observo que la reduccidn de las LTPs produjo una disminucion en la actividad
de transferencia de lipidos, lo que confirmaria la importancia de los puentes disulfuro en el proceso (Grobois
et al.,, 1993). También presentan actividad antifingica contra patégenos humanos del género Candida
Berkhout (Zottich et al., 2011). También se ha propuesto el uso de los LTPs para transporte de drogas. Por
ejemplo, los andlogos éter de los fosfolipidos son conocidos como drogas anti-leishmania. Sin embargo,
generan efectos secundarios graves que incluyen hemdlisis, edema pulmonar, alteracién en la funcion
hepatica y citotoxicidad. Existe interés en reducir los efectos secundarios que presentan las LTPs para ser
utilizadas en el transporte de medicamentos (Pato et al., 2001).

6.2.2 ACTIVIDAD BIOLOGICA DE LAS SNAKINAS

Estos péptidos presentan actividad antiflngica y antibacteriana y desempefian diferentes funciones
en la respuesta al estrés bidtico y abidtico. Se ha estudiado su estructura terciaria con el objetivo de ser
usados en aplicaciones terapéuticas y agricolas (Oliveira-Lima et al., 2017). Gracias a su actividad antifungica
y antimicrobiana se ha considerado a las snakinas como una fuente rica en compuestos de interés
farmacéutico. Por esta razdon se ha intentado su sintesis en fase sélida y comparado su efectividad con
snakinas naturales, obteniéndose resultados muy favorables (Harris et al., 2014). Esto abre posibilidades en
el campo de la sintesis de biofarmacos, especialmente por su estabilidad y eficiencia contra patégenos. La
snakina Z de la planta Ziziphus jujuba, por ejemplo, presenta actividad contra hongos y bacterias, siendo
inerte para las células humanas, lo que hace a la snakina Z un interesante candidato para ser utilizado como
péptido antimicrobiano en diversas aplicaciones (Samriti et al., 2018).
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CONCLUSION

Los AMPs de las plantas ofrecen mdultiples alternativas para mejorar la producciéon de nuevos
farmacos y productos agroindustriales, gracias a sus propiedades fisicoquimicas y su alta estabilidad. El
fendmeno de la “promiscuidad de péptidos y proteinas”, en el que multiples funciones se asocian con una
sola estructura peptidica, ha llamado la atencién en varios campos de investigacidn, ya que un Unico péptido
puede tener actividad inhibitoria contra multiples patdgenos. Esta cualidad parece crear un sistema
eficiente de defensa de las plantas contra plagas de insectos y otros patdgenos y, por lo tanto, es esencial
para la supervivencia y la evolucién de las mismas. Es por esto que se los considera potenciales candidatos
para el disefio de farmacos novedosos y productos biotecnolégicos sintéticos (Franco, 2011).

La mayoria de las ultimas investigaciones se ha centrado en las propiedades antifliingicas y en el
efecto antibacteriano de los AMPs de las diferentes familias (especialmente defensinas y tioninas), mientras
que las propiedades antivirales han sido menos exploradas. La enumeracién de las propiedades de la
mayoria de las familias es incompleta y potencialmente podrian presentar actividades anti-patdgenos
virales. Desde que se identificaron en las plantas los AMPs, solamente se ha estudiado una pequefia fraccion
de ellos. Se desconoce la distribucidn, proporcion y tipo de péptidos antimicrobianos que varian entre
familias y especies. Gracias a la conformacién de bases de datos donde se va almacenando cada nuevo
descubrimiento, como ser su procedencia y actividad bioldgica, la informacidon se hace mas facilmente
disponible para el desarrollo de nuevas aplicaciones en el campo de la industria agricola, farmacéutica y
biotecnoldgica con el fin de mejorar la calidad de vida.
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