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Resumen:

En esta investigacion, presentamos un estudio computacional de tres péptidos aislados de
las secreciones cutaneas de la piel de los anfibios de Cruziohyla calcarifer y Agalychnis
spurelli. Experimentalmente, la secuencia aminoacidica se dilucidé en un estudio previo
mediante clonacion molecular y espectrometria de masas en tdndem. Los péptidos fueron
acoplados con receptores microbianos y cancerigenos claves mediante docking molecular.
Adicionalmente se realizé dindmica molecular para cuantificar la interacciéon receptor-
péptido utilizando MMGBSA y MMPBSA. Posteriormente, los péptidos fueron sintetizados
en fase sélida y analizados contra los microorganismos E. coli, C. albicans, S. aureus y contra
tres lineas celulares; A549, HFF y HEK 293T para determinar las propiedades
antimicrobianas y anticancerigenas respectivamente. Ademas, se evalud la toxicidad de los
péptidos mediante ensayo de hemodlisis. Los resultados bioinformaticos indicaron que AS1
fue el mas prometedor debido a que presentd valores de enlace mds bajos en las
interacciones. Los ensayos MIC indicaron que AS1 es el Unico que presenté actividad
antimicrobiana contra los tres microorganismos evaluados a una concentracién de 256 y
512 mg/L. Aunque en los ensayos anticancerigenos todos los péptidos mostraron actividad
significativa p<0.001 a 500 uM contra las tres lineas celulares, AS1 presentd los valores mas
bajos. Finalmente, en la evaluacion de toxicidad el péptido AS1 fue el Unico que mostro
toxicidad a 256 y 512 mg/L, indicando que es necesario buscar alternativas para disminuir
la actividad hemolitica. Este estudio preliminar sugiere que AS1 fue identificado como un
péptido candidato mediante las herramientas bioinformaticas, permitiendo la disminucién

de tiempo y costos.

Palabras clave: péptidos, anfibios, bioinformatica, antimicrobiano, anticancerigeno.
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Abstract:

In this research, we present a computational study of three peptides isolated from the skin
secretions of the amphibians Cruziohyla calcarifer and Agalychnis spurelli. Experimentally,
the amino acid sequence was elucidated in a previous study by molecular cloning and
tandem mass spectrometry. Peptides were coupled with key microbial and carcinogenic
receptors by molecular docking. Additionally, molecular dynamics were performed to
qguantify the receptor-peptide interaction using MMGBSA and MMPBSA. Subsequently, the
peptides were synthesized in solid phase and analyzed against the microorganisms E. coli,
C. albicans, S. aureus and against three cell lines; A549, HFF and HEK 293T to determine the
antimicrobial and anticancer properties. In addition, peptide toxicity was assessed by
haemolytic test. Bioinformatic results indicated that AS1 was the most promising because
it presented lower bond values in interactions. The MIC trials indicated that AS1 was the
only one with antimicrobial activity against the three microorganisms evaluated at a
concentration of 256 and 512 mg/L. Although anticancer assays all peptides showed
significant p<0.001 to 500 uM activity against the three cell lines, AS1 presented the lowest
values. Finally, in the toxicity evaluation the AS1 peptide was the only one that showed
toxicity at 256 and 512 mg/L, indicating that it is necessary to look for alternatives to
decrease the hemolytic activity. This preliminary study suggests that AS1 was identified as

a candidate peptide using bioinformatics tools, allowing a reduction in time and costs.

Keywords: peptides, amphibians, bioinformatics, antimicrobial, anticancer.
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CAPITULO I: PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA DE INVESTIGACION
1.1 Antecedentes

Los péptidos son secuencias aminoacidicas cortas que se encuentran en todos los
organismos y cumplen un papel fundamental en una amplia gama de procesos biolégicos.
En la dltima década se han identificado mds de 7000 péptidos y se ha encontrado que
poseen una variedad de actividades, tales como anticancerigenos, antiinflamatorios,
antimicrobianos, antivirales, penetrantes celulares, etc. Debido a estas propiedades
terapéuticas los péptidos muestran un gran potencial en el disefio de terapias novedosas o

en la entrega de terapias [1].

La utilizacidn de péptidos como agentes terapéuticos ha evolucionado con el tiempo
y sigue en constante evolucion con los cambios en el desarrollo de farmacos y los
paradigmas de tratamiento [2]. De hecho, el primer aislamiento y uso terapéutico de un
péptido fue la insulina en la década de 1920 en pacientes diabéticos que no producian
cantidades suficientes de la hormona. Posteriormente, la practica de aislar péptidos del
tejido animal continué con la purificacion de la hormona adrenocorticotropa de las
glandulas pituitarias del ganado con la finalidad de tratar una variedad de trastornos
endocrinos en pacientes [3,4]. Luego, en los afios de 1950 cuando la elucidacién de
secuencias y sintesis quimicas de péptidos se hicieron factibles, la oxitocina sintética y la
vasopresina también entraron en uso clinico. A medida que se realizaron estudios sobre
venenos de artrépodos y cefalépodos que posteriormente presentaron bioactividad, el
aislamiento de productos naturales de fuentes exdticas se convirtié en una estrategia
popular para identificar nuevas terapias potenciales. La llegada de la era gendmica permitid
la identificacién y caracterizacién molecular de receptores para muchas hormonas
peptidicas enddgenas importantes, incitando a la industria y a la academia a buscar nuevos

ligandos peptidicos para estos receptores [2].

1.2 Péptidos antimicrobianos

Un subgrupo de péptidos que presenta un prometedor potencial terapéutico son los
denominados péptidos antimicrobiano (AMPs). Los AMPs poseen secuencias cortas entre
10 y 60 aminoacidos, generalmente estdn cargados positivamente y han sido encontrados

1



en una amplia variedad de especies desde microorganismos hasta humanos [5]. El
descubrimiento de AMPs se remonta a 1939, cuando Dubos [6,7] extrajo un agente
antimicrobiano de una cepa de Bacillus del suelo. Posteriormente, identificaron el péptido
que fue denominado como gramicidina, que resultd eficaz para el tratamiento tépico de
heridas y ulceras. Posteriormente, en la década de 1980 mediante ensayos se pudo
determinar que cuando se inyecta bacterias dentro de la polilla de seda de Cecropia, se
induce a la produccién de un potente AMP. Estos péptidos denominados “cecropinas”
fueron el primer reporte importante de los AMPs con estructura a-hélice. Estos hallazgos
llamaron la atencion de investigadores y en los siguientes afios hubieron avances notables
como el descubrimiento de las “magaininas” de la rana Xenopus laevis. Ademas se reporté
la primera evidencia que los AMPs juegan un papel critico en la defensa del huésped tanto
en mamiferos como insectos. Desde entonces, los AMPs han sido descubiertos, aislados y
caracterizados ampliamente en practicamente todos los organismos multicelulares. Las
fuentes de AMPs son diversas y se dividen principalmente en mamiferos, anfibios,
microorganismos e insectos acorde a los datos estadisticos de Antimicrobial Peptide
Database 3 (APD3)[8]. Actualmente, un total de 3257 AMPs han sido reportados en APD3

(https://wangapd3.com/main.php ) actualizada 10 junio del 2021.

1.3 Péptidos aislados de anfibios

En animales, los AMP se encuentran principalmente en los tejidos y 6rganos que estan
expuestos a patdgenos transportados por el aire; y se cree que son la primera linea de la
defensa inmune innata contra virus, bacterias y hongos[9,10]. En los anfibios se han podido
aislar péptidos antimicrobianos a partir de las secreciones cutaneas y es la fuente de cientos
de AMPs diferentes[11]. Los péptidos son almacenados en las glandulas granulares,
localizados principalmente en la regidon dorsal de la piel, que estdn rodeadas de miocitos e
inervadas por fibras simpaticas. Los AMPs en anfibios son producidos por la estimulaciéon
adrenérgica de los miocitos en respuesta a estrés, provocando la compresién de las
glandulas serosas que contienen péptidos, desencadenando en la descarga de su contenido.
Mediante ensayos, se ha demostrado que los péptidos aislados de anfibios muestran

potentes actividades citoliticas in vitro contra una variedad de microorganismos patégenos.


https://wangapd3.com/main.php

Siendo los péptidos un componente importante en el sistema inmune innato, actuando
como neutralizador de endotoxinas, quimiotaxis y cicatrizaciéon de heridas [12] . Hasta el
momento se han caracterizado AMPs en anfibios pertenecientes a catorce familias del
orden Archaeobatrachia y Neobatrachia [13]. A través de analisis bioinformaticas con mas
de 1000 AMPs registrados en los Ultimos 18 ainos en APD se pudo concluir que el 99.9% de
AMPs de anfibios presentan una longitud menor a 50 aminoacidos con un tamafio promedio
de 24 residuos y una carga neta de +2.5 [14] . Ademads, presentan ciertas caracteristicas,
tales como sus estructuras y pueden dividirse en cuatro categorias basadas en su estructura.
Entre ellas se incluyen: péptidos a-hélice, péptidos lamina B, estructura de extension lineal

y péptidos de a-hélice y lamina B [15].



1.3.1 Mecanismo de accion

En general, los péptidos antimicrobianos matan a las bacterias al romper su
membrana o al ingresar al interior de las células bacterianas para interactuar con los
componentes intracelulares. A pesar de que muchos estudios han informado estos
mecanismos de accion de los AMPs catidnicos, actualmente no existe una teoria que pueda
aplicarse para explicar el mecanismo de todos los AMPs catidnicos. Hasta el momento, la
mayoria de estudios actuales se basan en membranas lipidicas artificiales[16]. La
composicidn y estructura de las membranas artificiales son diferentes a las membranas
celulares bacterianas. Por lo tanto, los resultados de estos experimentos no pueden explicar
verdaderamente la accidén de los AMPs en los microbios. En la actualidad los mecanismos
se pueden clasificar en dos grupos; los que interactian con la membrana y los que no

interactian con la membrana[17].
1.3.1.1 Interaccion con la membrana

La mayoria de AMPs despliegan una rapida y directa actividad antimicrobiana
mediante la disrupcion de la integridad fisica de la membrana microbiana. La pared celular
de las dos tipos; Gram positiva y Gram negativa son ricas en fosfolipidos fosfatidilglicerol,
cardiolipina y fosfatidilserina que tienen grupos cargados negativamente siendo factores
criticos para que ocurra la interaccion entre los péptidos y la membrana[18,19]. El
mecanismo del dafio de la membrana celular generalmente ocurre en dos pasos. Primero,
la fuerza electrostatica entre los AMPs catidnicos y la superficie bacteriana cargada
negativamente permite que ocurra una unién selectiva y luego destruyan las membranas
bacterianas por el modo putativo de perforacién o no perforacién. El modo de perforacién
de la membrana se puede clasificar en cuatro modelos hipotéticos que incluyen los modelos

de barrel-stave, alfombra, poro toroidal y canal agregado [20,21].



1.3.1.2 Sin Interaccion con la membrana

La evidencia muestra que, ademds de actuar en la membrana celular, los AMP
pueden inhibir el plegamiento de proteinas, actividad enzimdtica y actuar
intracelularmente. La forma en que los AMPs entran a la célula es mediante penetracién
directa o endocitosis [8]. Luego de la endocitosis sigue una micropinocitosis o vias mediadas
por receptores. En la micropinocitosis, la dindmica facilita la formaciéon de macropinosomas
portadores de AMPs derivados de la membrana celular. En una via mediada por receptores,
la formacién de pequenas vesiculas en el citoplasma estd precedida por la formacién de

fosas mediadas por proteinas de membrana [22,23].
1.3.1.3 Inhibidores de biosintesis de acidos nucleicos

Los péptidos antimicrobianos pueden afectar enzimas claves o inducir a la
degradacion de moléculas de acidos nucleicos con el fin de inhibir la biosintesis de acidos
nucleicos[24]. Existen varios ejemplos de péptidos inhibidores de acidos nucleicos, entre los
mas conocidos estan los buforinas, f-defensinas e indolicidina. La buforina Il, un péptido de
fragmento de 21 aminoacidos probado contra Escherichia coli mostré que la buforina Il
exhibia una alta afinidad de unidon al acido nucleico. Por lo tanto, interviene fuertemente en

la inhibicién de los procesos celulares al interrumpir el metabolismo del ADN y ARN[25,26].
1.3.1.4 Inhibidores de biosintesis de proteinas

La biosintesis de proteinas conlleva varios pasos y protagonistas claves para que
pueda llevarse a cabo correctamente. Los eventos empiezan con la transcripcion, seguido
de la traduccién a través de la maquinaria ribosdmica antes de someterse al plegamiento
asistido por la chaperona y al ensamblaje en proteinas funcionales. La interferencia con
cualquiera de las enzimas asociadas o moléculas efectoras podria resultar en la detencion
de la biosintesis de proteinas. Se ha podido comprobar que ciertos AMPs inhiben estos
blancos con el fin de eliminar las células bacterianas. Un ejemplo es el péptido Bac7, un
AMP de 60 residuos considerablemente grande que ejerce una actividad intracelular al

dirigirse a los ribosomas e inhibir la traduccién [24,27].



1.3.1.5 Inhibidor de proteasas y division celular

Varios AMPs pueden interferir en diversas actividades metabdlicas al inhibir la
actividad de las proteasas. Un ejemplo es la histatina 5, miembro de las histatinas que estan
presentes en las secreciones salivales humanas. En estudios previos se hallé que la histatina
5 presenta una fuerte actividad inhibidora contra las proteasas secretadas por el huésped y
la bacteria[8,28]. Se ha demostrado que los AMPs tienen una actividad inhibidora en
los procesos de las células bacterianas. La inhibicion de la replicacion del ADN, la induccién
de los genes SOS, la segregacion cromosdmica o la falla del proceso de septacion puede
provocar la filamentacién celular bacteriana [29].

1.4 Actividad terapéutica

El amplio espectro de los AMPs los convierte en candidatos prometedores para
diferentes areas terapéuticas. De hecho, en Therapeutics Proteins Database (subconjunto
de base de datos de la FDA) existen un total de 852 proteinas y péptidos terapéuticos. De
los cuales, 239 han sido validados mientras que los demds son sus derivados, y 27 de los
239 son péptidos pequenos (menos de 50 aminoacidos). Ademas, seis de los péptidos

pequeiios son péptidos antimicrobianos [30,31].

1.4.1 Actividad antimicrobiana

A inicios de siglo XXI, el aumento de aparicién de patdgenos bacterianos
multiresistentes se ha convertido en un problema mundial. La organizacién mundial de la
salud ha mencionado que existe la urgencia en el disefio de nuevas moléculas
antimicrobianas, porque los antibidticos convencionales son cada vez indtiles,
especialmente contra los patégenos ESKAPE (Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus,
Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumanii, Pseudomonas y especies de Enterobacter

spp), que mostraron alta tendencia a desarrollar resistencia[32,33].

La resistencia generalizada ha generado interés para el uso de inhibidores
microbianos naturales como los péptidos antimicrobianos. Los AMPs, causan muerte celular
al interrumpir la membrana celular de los microorganismos; inhibicion de la sintesis de

polimeros o funciones intracelulares [34]. Debido a que actian en la membrana y sobre



multiples objetivos celulares, la resistencia microbiana ante los AMPs se reduce porque es
dificil que modifiquen la composicion de la pared o alteren cada uno de los objetivos

intracelulares[35].

1.4.2 Actividad anticancerigena

El cancer es un grupo de varias enfermedades complejas que se caracteriza por un
crecimiento celular descontrolado y la capacidad de propagarse rapidamente o invadir otras
partes del cuerpo. Esta complejidad inherente del cancer ha demostrado ser un obstdculo
importante para el desarrollo de terapias eficaces. Los métodos convencionales para el
tratamiento del cancer, tales como la radioterapia y la quimioterapia son costosos y a
menudo exhiben efectos secundarios nocivos para las células normales [36]. Ademas, las
células cancerosas desarrollan a menudo resistencia a farmacos quimioterapéuticos

actuales.

Algunos péptidos han mostrado selectividad contra células tumorales en humanos,
alos cuales se los denomina péptidos anticancerigenos (ACPs)[37]. Una busqueda en la base
de datos de US National Institute of Health Clinical Trials usando la palabra “anti-cancer
peptides” encontraron a 1002 ensayos clinicos basados en péptidos que estan siendo
probados en diferentes tipos de cancer[38]. Los mecanismo mostrados por los ACPs indican
gue estos pueden dirigirse a la membrana y destruir las células tumorales, inducir a la
apoptosis, inhibir la angiogénesis y regular el sistema inmune. Debido a sus mecanismos de

accién, los ACPs presentan muchas ventajas sobre la terapia convencional [39].

1.5 Peptidologia computacional

Los péptidos terapéuticos se originan tradicionalmente a partir de péptidos naturales
o, alternativamente, se desarrollan mediante un protocolo de disefio racional. Debido a que
el descubrimiento de péptidos activos naturales es a menudo una cuestién de casualidad
[40], el enfoque racional ha estimulado un interés creciente en la comunidad médica[41].
No obstante, el disefio racional de un ligando peptidico que pueda unirse de manera estable
y especifica es un desafio debido a la flexibilidad de los péptidos. Recientemente la

metodologia computacional se ha extendido ampliamente en el campo del disefio de
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péptidos, convirtiéndose en una forma nueva y prometedora para el disefio racional de
agentes peptidicos. Debido a que la ciencia de los péptidos es un campo emergente, se
sugiere el término de peptidologia computacional teniendo registro de este término desde

el aflo 2012 [42,43].

La peptidologia computacional es un novedoso subcampo que se centra en el uso
de enfoques computacionales, tedricos y bioinformaticos para tratar problemas
relacionados con los péptidos[44]. Generalmente, para el disefio de nuevos péptidos
terapéuticos se trabaja con objetivos farmacoldgicos (generalmente proteinas) que
presentan pequefias cavidades activas. Existe una estimacidn de posibles objetivos
farmacoldgicos en el genoma humano que puede oscilar entre 3000 y 5000, y solo una

fraccién de ellos se espera que estén directamente relacionados con una enfermedad[45].

Las interacciones esperadas dentro de los andlisis de los péptidos junto con los
receptores farmacoldgicos, son conocidas como interacciones proteina-proteina
(PPIs)[46,47]. Se conoce desde hace mucho tiempo que los PPls desempefian un papel
regulatorio en numerosos procesos celulares tales como catalizador de reacciones,
transporte de moléculas, reacciones inmunes a diversos patégenos y la transduccion de
sefiales entre células [48-50]. Los PPIs en las células forman una red compleja que es
conocida como “interactoma”. El interactoma tiene un papel importante en los procesos
fisioldgicos y patolégicos, incluida la transduccidn de sefiales, el crecimiento, proliferacién
y diferenciacion celular y la apoptosis. Por lo tanto, algin PPls que funcione
inadecuadamente estad asociada a muchas enfermedades como el cancer, enfermedades

infecciosas y neurodegenerativas[51-53].

En la ultima década, los péptidos han surgido como candidatos para tratar diversas
enfermedades mediante la modulacién de los PPls. Ademas, considerando que entre el 15%
y 40% de los aproximadamente 10000 tipos de PPls de origen natural estdan mediados por
interacciones proteina péptido, habria una gran cantidad de complejos de proteinas en la
célula bajo el control de los péptidos[47,51]. Sin embargo, el disefio tradicional de péptidos

demanda recursos en tiempo y costos. La metodologia computacional se ha extendido



ampliamente y se ha convertido en una nueva forma prometedora para el disefio de
agentes peptidicos dirigidos a PPIs. Entre las herramientas que son comuUnmente utilizadas
para el disefio de nuevos péptidos mediante enfoques computacionales, estan el docking y

dinamica molecular [54,55].

1.5.1 Docking molecular

Docking molecular es una técnica computacional automatizada empleada en disefio
de farmacos asistido por computadora para la identificacion de agentes bioactivos
potentes. El objetivo de la técnica es encontrar el mejor modo de unién de un ligando dado
con su diana macromolecular y evalla la afinidad de unién, cuyos resultados se utilizaron
para clasificar y seleccionar los ligandos prometedores. El éxito de busqueda del algoritmo
de docking depende de la implicacién de un método eficiente, que se utiliza para buscar el
panorama energético potencial de los ligandos para encontrar su configuracién 6ptima,
acompafiado en ciertas ocasiones de un esquema de puntuacién adecuado para evaluar los

modos de union del ligando con sus objetivos [56,57].

Los origenes del drea de acoplamiento molecular de proteinas se remontan a los
primeros dias del modelamiento molecular. Antes de 1970, los campos de fuerza
empleados eran mas simples debido a los limitados recursos computacionales. Los primeros
enfoques de acoplamiento no fueron para los complejos proteina-proteina o péptido-
proteina debido a que conlleva un algoritmo mas complejo y mas recursos informaticos.
Por lo tanto, trabajaron con pequefios ligandos sintéticos interaccionando con proteinas.
Los enfoques de acoplamiento proteina-proteina siguieron en breve, implementando la
busqueda global de la pose de acoplamiento en una aproximacion de cuerpo rigido[58-61].
La eficiencia de las predicciones de conformacion en los complejos péptido-proteina ha sido
ampliamente demostrada[62]. Los enfoques comunmente utilizados incluyen el
acoplamiento basado en plantillas como GalaxyPepDock[63], acoplamiento local de
péptidos a sitios de unidn predefinidos como Rosetta FlexPepDock[64], HADDOCK [65] y
MDockPep[66], y el acoplamiento global de péptidos libres que se unen a proteinas como

CABS-Dock [67], PIPER-FlexPepDock[68] y PeptiDock [69].



1.5.1.1 Acoplamiento basado en plantillas

El método basado en plantillas usa estructuras conocidas (plantillas) como
andamiaje para construir un modelo del complejo. Este método puede ser particularmente
eficaz si la plantilla es similar al complejo investigado. El acoplamiento basado en plantillas
se lo realiza de forma manual o semiautomatica utilizando un conjunto de herramientas

para la comparacion y el analisis de secuencia-estructura[70,71].

Existen diferentes estrategias que han sido utilizadas para aprovechar la informacién
de la plantilla para poder modelar complejos de proteinas. Los enfoques representativos
incluyen los siguientes: (1) superposicion global (alineacion estructura-estructura global),
para la generacién de modelos superponiendo estructuras de proteinas componentes 3D
no unidas a plantillas[72]; (2) procesamiento dimérico (alineacidn secuencia-estructura),
gue procesa las secuencias de la proteina componente en plantillas estructurales y busca la
mejor alineacién secuencia-estructura basada en una funcién de puntuacion[73,74]; (3)
modelado de homologia directa al complejo[75] y (4) modelado basado en la alineacidn de
la estructura de interfaz. Todas las estrategias tienen fortalezas y debilidades, y en algunos

casos combinan estrategias para lograr un mejor resultado de modelado[76,77].
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1.5.1.2 Acoplamiento local

Los métodos de acoplamiento local realizan una busqueda de una pose de unién de
péptidos en la proximidad de un sitio definido por el usuario; por lo tanto, la precisién del
acoplamiento depende de la informacidn de entrada en el sitio de enlace. Los métodos
disponibles utilizan diferentes formas de definir el sitio de unién; algunos requieren un
modelo inicial del complejo preparado por el usuario (con una rango de aproximacion de
5A de desviacién de la raiz cuadrada media de la columna vertebral) [68,78,79]; algunos
métodos son menos rigurosos y la conformacién de entrada del péptido puede estar lejos
de su forma nativa[64]; existen métodos que son mds automatizados y amigables con el
usuario y colocan la conformacién del péptido en la proximidad del sitio de unién definida
por una lista de aminodacidos proporcionado por el usuario [65]; otro grupo comprende a
herramientas dedicadas en el acoplamiento de moléculas pequefias y se limita a péptidos

cortos [80-82].
1.5.1.3 Acoplamiento global

Los métodos de acoplamiento global realizan una busqueda del sitio de unién del
péptido y la pose. El enfoque mas simple para el acoplamiento global proteina péptido es
tratar a las conformaciones de entrada de proteina y péptidos rigido y realizar un
acoplamiento exhaustivo de cuerpo rigido. Los métodos mds sofisticados predicen
automaticamente la conformacién del péptido utilizando Unicamente la secuencia como
input dada por el usuario. Esta metodologia trabaja mediante un pipeline que suele tener
tres etapas: (i) generacion de conformacién de péptidos de entrada; (ii) acoplamiento de
cuerpo rigido; y (iii) puntuacién de los modelos y/o refinamiento[62]. En el caso de la
conformacion estructural del péptido se puede predecir usando varias estrategias, tales
como utilizacién de fragmentos de estructuras de proteinas monoméricas[69,83],
realizando un procesamiento de secuencias en un conjunto de predefinido de
conformaciones de plantillas[84] o simulando el plegamiento de péptidos en solucion[85].
Existen varios software que combinan metodologias, entre ellos tenemos a CABSdock, que
combina la generacién de conformacion de péptidos y el acoplamiento global en una

simulacidn explicita [67].
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El software CABSdock empieza a partir de las conformaciones de 10000 estructuras
aleatorias e induce sus cambios conformacionales mediante las interacciones que existan
con un receptor flexible [86]. Posteriormente, realiza un filtrado de las 10000 poses
generadas y elimina aquellas estructuras que tengan interaccién nula con el receptor y las
gue tengan los puntajes de enlace de afinidad mds para obtener 1000 estructuras. Los 1000
modelos filtrados se agrupan posteriormente en grupos utilizando el procedimiento de
agrupacion k-medoides. El agrupamiento es ejecutado 100 veces con diferentes semillas
iniciales y k=10. Los medoides de consenso son seleccionados y se obtienen los 10 modelos
finales. La densidad de los conglomerados se utiliza para clasificar finalmente los modelos.
Finalmente los modelos finales son reconstruidos mediante el programa MODELLER[87]
debido a que todas las simulaciones de acoplamiento fueron mediante modelacién de

grano-grueso para disminuir los recursos computacionales y tiempo[88].
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1.5.2 Dinamica molecular

La dindmica molecular es una herramienta computacional que predice como cada
atomo en una proteina u otro sistema molecular se movera a lo largo de un tiempo
determinado basandose en un modelo general de la fisica que rige las interacciones
interatdémica[89,90]. Estas simulaciones pueden capturar una amplia variedad de procesos
biomoleculares importantes, en los que se incluyen los cambios conformacionales, la unién
de ligandos y el plegamiento de proteinas, revelando posiciones de todos los atomos en una
resolucién temporal de femtosegundos [89]. Las simulaciones de dindmica molecular no es
una técnica reciente. Las primeras simulaciones de gases simples se realizaron a fines de la
década de 1950[91]. En el caso de las proteinas la primera simulacién fue realizada a fines
de la década de 1970[92]. Actualmente la simulacién de sistemas que tienen entre 50000 a
100000 atomos es comun, y las simulaciones de 500000 dtomos son comunes cuando se
dispone de las instalaciones informaticas adecuadas. Esta notable mejora se debe al uso de
computacién de alto rendimiento (HPC) y el desarrollo de algoritmos mas sencillos. El
sistema modelado podria representarse con diferente grado de detalle. Por lo general, la
representaciéon atomistica es la que conduce a la mejor reproduccion de los sistemas
actuales. Sin embargo, existen otras simulaciones que es la de grano grueso que estan
volviendo muy populares cuando se requiere grandes sistemas o simulaciones largas,

debido a que disminuye los recursos computaciones y la duracion de la simulacién[93].

Un elemento importante dentro de las simulaciones es la representacidn de los
solventes dado que los procesos biolégicos ocurren en solucién acuosa[94]. El enfoque mas
efectivo es el mas sencillo que es incluir solvente explicito, es decir, introducir modelos
atomisticos de moléculas de agua para solvatar el complejo. Se han desarrollado varios
modelos de agua a lo largo de los afios, siendo los mas populares TIP3P[95], TI4P[95] y
SPC[96]. La presencia de moléculas de agua explicita proporciona una representacién mas
detallada de las interacciones estudiadas. Una vez construido el sistema, las fuerzas que
actuan sobre cada dtomo se obtienen derivando ecuaciones de movimiento de Newton ,
los campos de fuerza, donde la energia potencial se deduce de la estructura molecular[97-

99]. Las caracteristicas moleculares que son representadas mediante el campo de fuerza:
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resortes para longitud y angulos de enlace, las funciones periddicas para las rotaciones del
enlace y los potenciales de Lennard-Jones, y la ley de Coulomb para las interacciones de
Van der Waals y electrostatica, aseguran que los cdlculos de energia y fuerza sean rdpidos
incluso para sistemas grandes. Existen varios campos de fuerza descritos actualmente y

difieren entre ellos Unicamente por la forma en que estan parametrizados[100,101].

En los dultimos afios las simulaciones se han vuelto populares y visibles,
especialmente desde la perspectiva de la biologia molecular experimental. De hecho, la
utilizacién de dindmica molecular cada es mas frecuentes en articulos de biologia
estructural, donde se utiliza para interpretar resultados y guiar el trabajo experimental.
Ademas se ha descrito varias investigaciones de la dindmica molecular aplicado en la linea
de descubrimientos de farmacos, permitiendo a los investigadores identificar interacciones
cruciales y necesarias para la unién favorable de moléculas pequefias, péptidos y proteinas
con sitios de unién y/o interfaces proteina-proteina[102,103]. El uso sinérgico de las
simulaciones de dinamica molecular y calculos de energia libre ayudard aun mas a
aprovechar pardmetros termodinamicos y cinéticos esenciales para la prediccion de la
union de energia libre. Las capacidades de esta técnica para determinar la interaccion de
unién y afinidades de unidn son valiosas para el disefo de farmacos, debido a que estas
predicciones podrian utilizarse para acelerar el desarrollo de farmacos y determinar

moléculas candidatos que podrian presentar potencial terapéutico[104].
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1.5.3 Estimacion de la energia libre de enlace de péptidos

La predicciéon de la afinidad de unidn proteina-péptido ha sido un objetivo principal
en el campo del descubrimiento de fdrmacos, debido a que las magnitudes de la afinidad y
la selectividad de los ligandos/farmacos disefiados son cruciales en la seleccidn de posibles
moléculas prometedoras [104,105]. Sin embargo, el proceso conlleva una tarea desafiante
de lograr con las metodologias computacionales estdndar. Los algoritmos de acoplamiento
pueden proporcionar informacién cualitativa rapida sobre los modos de unién de péptidos,
pero generalmente fallan en estimar con precision las afinidades del receptor debido a las
aproximaciones intrinsecas del método. Por otro lado, las simulaciones estandar requeriria
decenas de microsegundos para recopilar suficientes valores para describir el proceso
completo de unidn al ligando, lo cual demandaria alto recursos computacionales[106,107].
La limitacidén de la escala de tiempo de las simulaciones de dindmica molecular se puede
superar mediante métodos de energia libre, que estdn agrupadas en tres principales

categorias: perturbacion alquimica, vias fisicas y métodos de punto final.

Dentro de las categorias mencionadas la que ofrecen un buen balance entre la
precisidon y la demanda de recursos computacionales son los métodos de punto final. Los
mas utilizados y que generan mas informacidn son la mecanica molecular de adrea superficial
Poisson-Boltzmann (MM-PBSA) y la mecdnica molecular de area superficial de Born
generalizada (MM-GBSA). Ambos métodos necesitan una cantidad relativamente corta de
muestreo, se pueden utilizar instantaneas de la trayectoria para obtener la energia libre de
enlace que se estima obteniendo la diferencia entre la energia libre del complejo y la de
cada cuerpo[108]. Las energias libres se calculan como G = E ym + G sov — TS, donde E mm es
la energia enlazada electrostatica y de la van der Waals de la mecdnica molecular, G sqies la
energia libre de solvatacion y TS es la temperatura y entropia respectivamente. La energia
libre de solvatacidn consiste en polar y no polar, donde la energia libre de solvatacién polar
se puede estimar utilizando Poisson-Boltzmann o Born generalizado y la energia libre de
solvatacion no polar se predice a partir de una relacion lineal con el area de superficie
accesible al solvente. Los métodos MM-PBSA y MM-GBSA se han utilizado ampliamente

para estimar las energias libre de unidn y mostraron resultados definitivamente mejores en
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comparacion con intentos empiricos como acoplamiento y el cribado virtual[104]. De
hecho, varios programas de dindmica molecular, como Amber [109] y Gromacs [110]
incluyen médulos dentro de su paquete de instalacidn, asi como tutoriales, permitiendo al
usuario tener una guia para realizar las simulaciones y obtener la energia de enlace de

interés[111,112].

1.6 Planteamiento del problema

El desarrollo de nuevos farmacos es un proceso laborioso y costoso. Generalmente, se
deben analizar decenas o cientos de miles de compuestos para determinar su actividad en
algun ensayo bioquimico de alto rendimiento. Los resultados identificados representan
Unicamente una pequefia fraccion del conjunto inicial y es necesario mas evaluaciones para
cuantificar con precisiéon la afinidad, estructura, asi como el testeo de otras propiedades
deseables. Posteriormente, es necesario cuantificar la toxicidad, off-targets y determinar
las propiedades farmacocinéticas, realizando un pipeline y obteniendo Unicamente un
grupo de moléculas con un pequeno nimero de pistas para llevar a cabo pruebas clinicas
finales. Incluso, realizando este laborioso proceso, un bajo porcentaje de moléculas

candidatos tienen éxito cuando se los prueba en humanos [113,114].

En los ultimos anos el desarrollo de farmacos asistido por computadora ha tenido un
importante avance debido a la disponibilidad de softwares y algoritmos mas precisos y
eficientes, aumento en la potencia de procesamiento de las computadoras e incremento en
la base de datos de farmacos que permite predecir la posible actividad terapéutica. Dentro
de los tipos de farmacos donde han existido mds avances, es en el area de peptidologia
computacional [42]. Permitiendo de esta manera determinar la actividad terapéutica con

mejor fiabilidad en péptidos, reduciendo tiempo y costos de experimentacion.

1.7 Justificacion de la investigacion

Los péptidos presentan una serie de ventajas, tales como baja toxicidad y alta
especificidad. Sin embargo, a pesar del gran potencial de los péptidos terapéuticos, estos
presentan algunas limitaciones, una de los mas importantes es conocer la posible actividad

terapéutica de los péptidos aislados. Por lo general, la actividad es determinada
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tradicionalmente mediante dos enfoques; una comparacién de la secuencia peptidica con
bibliografia y la base de datos y la segunda es realizar pruebas in vitro [115]. Sin embargo,
en este estudio el primer enfoque no es valido debido a que los péptidos de estudio no
pertenecen a ninguna familia anteriormente descrita. El segundo enfoque requiere
demasiado tiempo y dinero. Por lo tanto, una de las alternativas para poder determinar la
posible actividad bioldégica de los péptidos es mediante el uso de herramientas

computacionales, tales como docking y dindmica molecular.

La herramienta computacional ampliamente utilizada para el estudio de péptidos
candidatos es el docking molecular. De hecho, existen programas de acoplamiento
especificos para observar la relacion de proteina-péptido, tales como CABSdock, Rosetta
FlexPepDock, HADDOCK, DynaDock, PepCrawler, entre otras [64,65,67,78,79]. Esta
herramienta puede proporcionar informacidn cualitativa rapida sobre los modos de unién
de los péptidos, pero generalmente fallan en estimar con precisidon las afinidades del
receptor debido a las aproximaciones intrinsecas del método. Por lo tanto, mediante el uso
de dinamica molecular y métodos de punto final se puede calcular la energia libre enlace
tomando la diferencia entre la energia libre absoluta del ligando en los estados enlazados y
no enlazados. Estos métodos incluyen a MM-PBSA y MM-GBSA que ofrecen un equilibrio
entre la eficiencia computacional y la precisidn, y pueden usarse con éxito para predecir las

afinidades de unién correctas para los sistemas proteina-péptido. [116]

1.8 Objetivos de la investigacion

1.8.1 Objetivo general
e Evaluar la actividad terapéutica de péptidos derivados de la piel de anfibios
mediante herramientas bioinformaticas y corroborar los resultados mediante

experimentacioén in vitro

1.8.2 Objetivos especificos
e Producir modelos de los complejos péptido-receptor mediante docking

molecular
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e Cuantificar las interacciones moleculares de los complejos péptidos-receptor
utilizando métodos de punto final

e Validar los resultados bioinformaticas mediante experimentacion in vitro

CAPITULO II: MARCO METODOLOGICO

2.1 Fuente de péptidos

En el presente estudio se analizaron tres péptidos derivados de la secrecidn cutdnea
de las especies de anfibios Cruziohyla calcarifer y Agalychnis spurelli. Las secuencias
aminoacidicas fueron dilucidadas mediante clonacién molecular y espectrometria de masas
en tandem, en un estudio previo de Proafio-Bolafios (2016) [117]. Los péptidos control CZS-
3 y RK-1 son biomoléculas que previamente fueron descritas y presentan actividad
antimicrobiana y anticancerigena respectivamente. Ademas, se eligieron péptidos de
tamafio mayor para observar cdmo afectan en los sitios activos de menor tamafio [118,119].
Los péptidos fueron analizados de manera general mediante analisis bioinformaticas y de

laboratorio para evaluar su posible actividad terapéutica (Secciéon Anexos: Figura Al).

Tabla 1. Secuencia y tamaiio de los péptidos analizados y los de control. Los péptidos
analizados fueron aislados de las especies Cruziohyla calcerifer (CC) y Agalychnis spurelli

(AS) y presentan terminacion amida (a).

Especie Nombre Secuencia Tamaiio

AS Unknown-AS1 IIGMIPDLISMISKLa 15 aa

CcC Unknown-CC3 FLYSLLPFFa 9aa

CcC Unknown-CC4 IYWISRKTa 8 aa
CZS-3 GFLDVVKHIGKAALGAVTHLINQ** 23 aa
RK-1 IDCSKVNLTAECSS** 14 aa

** péptidos control

2.2 Estrategia bioinformatica

2.2.1 Acoplamiento molecular con CABSdock
Las propiedades fisicoquimicas de los péptidos se calcularon usando ExPasy, Pepcalc

y Biosyn. Los receptores de interés fueron elegidos mediante revisién
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bibliografica[120,121]. En la actividad antimicrobiana se seleccionaron cinco receptores
claves de tres organismos modelos; E. coli, S. aureus y C. albicans (Tabla 2) que intervienen
en la replicacién del ADN y crecimiento de las células bacterianas. Por otro lado, en Ila
actividad anticancerigena, los receptores seleccionados estan involucrados en la
proliferacion de células tumorales y angiogénesis (Tabla 3). Todas las estructuras
tridimensionales de los receptores fueron obtenidas de la base de datos de dominio publico

Protein Data Bank.

Tabla 2. Enzimas claves en la actividad antimicrobiana. La estructura tridimensional fue

obtenida en la base de datos Protein Data Bank (PDB) y presentan una resolucién menor a

25A.
Organismo Enzima
S. aureus Proteina de unién a acil-penicilina 2A (PDB:1MWT)
E. coli ADN girasa B (PDB:4PRV)
Proteina de wunién a penicilina transglicosilasa 1B
(PDB:3VMA)
C. albicans Exo-B-(1,3)-glucanasa (PDB:1EQC)

Proteinasa aspdrtica secretada (PDB:1EAG)

Tabla 3. Dianas moleculares en la actividad cancerigena. La estructura tridimensional fue
obtenida en la base de datos Protein Data Bank (PDB) y presentan una resolucién menor a

2.5A.

Ruta/objetivo

Quinasa del linfoma anapldsico humano (PDB:3A0X)
Quinasa VEGFR2 humana (PDB:3VHE)

GTPasa K-Ras (PDB:4LPK)

Proteina quinasa activada por mitégenos (PDB:6YZ4)

Polimerasa 1 de poli [ADP-Ribosa] (PDB:4Z7Z)
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Los péptidos de anfibios y control (tabla 1) fueron acoplados con las dianas
moleculares utilizando el software CABSdock que emplea simulaciones de grano grueso. El
acoplamiento se lo realizard de manera global, ingresando el receptor, la secuencia
aminoacidica del péptido y la estructura secundaria que fue determinada con el servidor
Porter. CABSdock utiliza el método de grano grueso para las simulaciones, es decir, cada
residuo de aminoacidos es agrupado para disminuir el nimero de atomos y conseguir que
los acoplamientos requiere menor gasto computacional y tiempo. Posteriormente, el
programa al terminar la simulacién construye nuevamente todo el complejo producido
mediante el programa Modeller. El programa finalmente agrupa los modelos producidos y
nos muestra los 10 mejores modelos y se escogera el primero segln su puntacién de

interaccion.

2.2.2 Dinamica molecular
Los modelos de los complejos obtenidos se les realizaron una simulacién de
dinamica molecular en el programa Amber20 siguiendo el flujo de proceso de la Figura 1y

utilizando los diferentes médulos disponibles.
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Dindmica Molecular

!

«“— pdb4amber
ANTECHAMBER l

|—> tleap ~— Campo de fuerza ff99

solvatacion TIP3P
archivos .inpcrd y .prmtop

|

Minimizacion de energfa

|

Equilibrio del complejo a Volumen y
Presion constante

| !

cpptraj

process_mdout.pl —

Simulacién de dinamica
molecular de 2ns

l cpptraj
r\ MMPBSA.py

—»  process_mdout.pl

Figura 1. Flujo de proceso metodolégico de las simulaciones de dindmica molecular. Los
analisis in silico fueron realizados en el software Amber20 y graficados en el software R

Studio.

Cada complejo producido se le realizd una limpieza de los archivos PDB mediante el
modulo PDB4amber. Posteriormente, al complejo se lo colocd en un cuboide y se solvatd
mediante el modelo TIP3P a una distancia minima del soluto y el borde de la caja de 12.0

angstrom. A continuacion, se utilizé el médulo tleap para crear los archivos de topologia
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(prmtop) y de coordenadas (inpcrd) donde se utilizé campo de fuerza Amber ff99. En el
caso de las simulaciones con los inhibidores conocidos se les realizé una parametrizacion
mediante el médulo ANTECHAMBER para que el programa reconozca a la molécula y sus
enlaces. Una vez obtenida todos los archivos se realizé una minimizacion del complejo
mediante el método de steepest-descent, luego dos corridas de 50ps; la primera a volumen
constante y la segunda a presién constante con restricciones débiles. Posteriormente, se
realizd6 una simulacion de 500ps de equilibrio a presién constante sin restricciones.
Finalmente se realizé una simulacién de 2 ns registrando una las coordenadas cada 10ps.
Los graficos de temperatura, densidad y energia total fueron obtenidos mediante el script
process_mdout.pl. Por otro lado, para la obtencién de los valores de la desviacién
cuadratica media (RMSD) se utilizé el médulo cpptraj donde fueron ingresados los archivos
de coordenadas de la dindmica molecular realizada. Los graficos fueron producidos
mediante el software bioestadistica RStudio 1.4. En el caso del calculo de afinidad de
energia libre se utilizd el modulo MMPBSA.py, al cual se ingresaron los archivos de
coordenadas del complejo solvatado, el complejo sin solvente, receptor, ligando y de los

200 registros obtenidos de la simulacién.

2.3 Caracterizacion funcional

2.3.1 Sintesis de péptidos en fase sélida

La sintesis de péptido en fase sélida se la realizé usando la estrategia FMOC. La
resina a usar fue FMOC Rink amida (HL), para la desproteccién de los grupos aminos se
empled piperidina 20%, para la formacion de enlaces amidas se usé diisopropilcarbodiimida
(DIC) y Oxyma base. Después de cada etapa de desproteccidn y acoplamiento se realizé un
lavado con Dimetilformamida (DMF). Una vez sintetizado todo el péptido se clivd del
soporte sélido y se eliminaron todos los grupos protectores mediante una solucién acidica
de TFA: H20: TIPS: DODT (92.5%:2.5%:2.5%:2.5%). Luego, el péptido se precipitd con éter
dietilico. Posteriormente, se liofilizd la muestra. Finalmente se realizé un analisis de pureza
mediante RP-HPLC utilizando una columna C18. Se pesd 1.0 mg de péptido y se disolvié en
500 pL de la solucion agua con &cido trifluoroacético (99.95/0.05 v/v). La separacion se

realizé mediante un gradiente lineal desde 70% fase modvil A (agua 99.95%, acido
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trifluoroacético 0.05%) a 100% fase movil B (acetonitrilo 99.95% vy acido trifluoroacético
0.05%) con un flujo de 1 mL/min durante 40 minutos. El método de deteccion fue dual a
214 y 280 nm (Figura A2, Figura A3 y Figura A4). Finalmente, se corrobord la masa
molecular mediante MALDI-TOF MS (Figura A5, Figura A6 y Figura A7).

2.3.2 Determinacion de la concentracion minima inhibitoria.

Primero se realizé una disolucién seriada de cada péptido a una concentracién de
1024,512, 256, 128, 64, 32, 16, 8, 4, 2, 1 mg/L disueltos en DMSO. Los organismos utilizados
fueron E. coli ATCC 25922, S. aureus ATCC 25923 y C. albicans y estos se diluyeron en su fase
exponencial hasta obtener 10° unidades formadoras de colonia. Luego, se colocé 2
microlitros de cada dilucidon del péptido en una placa estéril de 96 pocillos y se agregd 198
microlitros de la solucidon de microrganismo. En las pruebas de control se incluyeron; 2
microlitros de DMSO en lugar del péptido sintético y 198 pl de cultivo para el control
positivo y 200 pl de caldo Mueller Hinton para él control negativo. Se realizaron 7 réplicas
por concentracion del péptido. Las placas con los pocillos se incubaron a 37°C durante 18
horas. Finalmente se realizé la medicidon de cada pocillo a 600 nm utilizando el lector de
microplacas. La concentracién minima inhibitoria se calculé como aquella concentracién

minima donde no crecié el microorganismo.

2.3.3 Ensayos anticancerigenos

Se sembré una suspension celular de 200 pL que contenia 1 x 10°> de cada linea
celular, A549, HFF y HEK en cada pocillo de una placa de cultivo de 96 pocillos durante 24h.
A continuacidn, se desplazo el medio de cultivo y se colocd con una suspensiéon de péptidos
a concentraciones 500uM, 100uM, 10uM disueltos en PBS. Las células se cultivaron con las
particulas durante 24h y 48h. Luego, se agregd 10ulL de medio de tratamiento que incluia 5
mg/mL de bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)- 2,5-difenil tetrazolio (MTT, Sigma, EE.UU.)
en cada pocillo y se cultivd las células durante 3 h mas, seguido se afiadié SDS 10% y se leyd
24h después agitando la placa en un agitador orbital a temperatura ambiente durante 15
min. Finalmente, se detecté la densidad dptica (DO)/absorcién de cada pocillo a 570 nm en
el lector de microplacas. El control negativo fueron las células sin tratamiento y el control

positivo fueron las células con 30% H,0, y 100% DMSO. Se realizaron andlisis de diferencia
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estadisticamente significativa ANOVA y prueba post hoc de Dunnet: *p<0.05, **p<0.01 y

***p< 0.001 en comparacion con el control no tratado.

2.3.4 Ensayos de hemolisis

Primero, se extrajo alrededor de 2ml de sangre humana y se realizaron tres lavados
mediante el PBS, posterior a cada lavado se centrifugd a 1000 rpm por 5 minutos y se le
retird el sobrenadante. Luego, se afiadido 50 ml de PBS para obtener una suspension de
glébulos rojos al 4% y se probaron con las mismas diluciones seriadas de los péptidos
disueltos en PBS. En este caso se incubd 200 UL de los glébulos rojos con 200 pL de cada
péptido durante 2 horas a 37°C. Después del periodo de incubacién las células se
centrifugaron a 3000 rpm durante 5 minutos y se transfieron a placas de 96 pocillos. La
actividad hemolitica se determiné a 550 nm. Se usé Triton X-100 (2% v / v) como control
positivo y solucion salina tamponada con fosfato (PBS) como control negativo. Se realizaron
anadlisis de diferencia estadisticamente significativa ANOVA y prueba post hoc de Tukey:

*p<0.05 en comparacién con el control positivo.

CAPITULO Ill: PRESENTACION DE DATOS Y RESULTADOS
3.1 Propiedades fisicoquimicas
Los tres péptidos amidados evaluados en este estudio presentan diversas
propiedades fisicoquimicas (Tabla 4.). En resumen, estos péptidos presentan secuencias
cortas de entre 8 a 15 aminodacidos, punto isoeléctricos (9.6 a 11.5), porcentaje de residuos
hidrofdébicos (50 a 77.78%) y peso molecular (1065.21 a 1643.11). Los péptidos AS1 y CC3

presentan un carga neta +1, mientras que CC4 tiene una carga neta de +3.

Tabla 4. Propiedades fisicoquimicas de los tres péptidos aislados de A. spurelli y C.

calcarifer. Los péptidos presentaron caracter catidnico con un punto isoeléctrico basico

Parametros Unknown-AS1 Unknown-CC3  Unknown-CC4
Longitud (aa) 15 9 8

Peso molecular (g/mol) 1643.11 1145.39 1065.27

pl 10.14 9.6 11.47
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Formula CrsH13sN170165,  CgoHggNio04y Cs;HgoN 1,044

CarganetapH?7 1 1 3
% neutral aa 26.67 22.22 25
% basic aa 6.67 0 25
% acid aa 6.67 0 0
% hydrophobic aa 60 77.78 50

3.2 Docking molecular

La estructura secundaria fue obtenida mediante el servidor Porter, el cual muestra los
resultados utilizando en formato DSSP. En el caso de los péptidos mas largos CZS-3 y AS1
los resultados indicaron que los péptidos presentaban estructura alfa hélice. En los péptidos
mas cortos CC3, CC4 y RK-1 presentd una estructura que no es alfa hélice ni hoja beta (Tabla

5).

Tabla 5. Prediccion de estructura secundaria de los tres péptidos utilizando el servidor

Porter 5.0 utilizando el algoritmo DSSP.

Péptido Estructura Secundaria

AS1 CCCCHHHHHHHHHCC
Ccc3 Cccceeccc
Ccca Cccccece

RK-1  CCCCCCCCCCCCCC
CzS-3  CCHHHHHHHHHHHHHHHHHHHCC

Los péptidos fueron acoplados a los receptores antibacterianos y anticancerigenos
utilizando la técnica de acoplamiento global generando complejos péptido-receptor. En
total se obtuvieron cuarenta acoplamientos de los complejos péptido-receptores mediante
el programa CABSdock y diez complejos de los receptores de interés acoplados a los
inhibidores conocidos descargados de la base de datos de Protein Data Bank. En resumen,

en siete de los diez receptores utilizados los péptidos pudieron acoplarse en el sitio activo
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correspondiente (Figura 2, Figura 3, Figura 7, Figura 8, Figura 9, Figura 10, Figura 11), de
los cuales cinco correspondian a receptores cancerigenos y dos a receptores bacterianos.
Los tres complejos restantes producidos fueron bacterianos y se infiere que fueron
acoplados en el sitio alostérico (Figura 4, Figura 5, Figura 6), Ademads, se observé que el
tamafio de los péptidos afectaba el sitio de unidn al sitio alostérico, en péptidos cortos los

acoplamientos se daban en el sitio activo.

Figura 2. Sitio activo de la proteinasa aspartica secretada de C. albicans acoplada con a.

inhibidor conocido A70 y b. AS1 (amarillo), CC3 (morado), CC4 (celeste) y CZS-3 (naranja).
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Figura 3. Sitio activo de Exo-B- (1,3) — glucanasa de C. albicans acoplada a. inhibidor
conocido castanospermina y b. AS1 (amarillo), CC3 (morado), CC4 (celeste) y CZS-3

(naranja).

Figura 4. Sitio activo de la proteina de unidn a penicilina 2A acoplada con a. inhibidor

conocido penicilina y b. AS1 (amarillo), CC3 (morado), CC4 (celeste) y CZS-3 (naranja).
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Figura 5. Sitio activo de la proteina de unidn a penicilina transglicosilasa 1B acoplada con
a. inhibidor conocido penicilina y b. CZS-3. Sitio de unién del receptor acoplado con c) los

péptidos AS1 (amarillo), CC3 (morado) y CC4 (celeste).

Figura 6. Sitio activo de ADN girasa B acoplada a. inhibidor conocido ADP y b. AS1
(amarillo), CC3 (morado), CC4 (celeste) y CZS-3 (naranja).
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Figura 7. Sitio activo de quinasa del linfoma anaplasico humano acoplado con a. inhibidor
conocido EMH y b. péptidos CC3 (morado) y CC4 (celeste). Sitio de unidn del receptor

acoplado con c) AS1 (amarillo) y RK-1 (verde).

Figura 8. Sitio activo de quinasa VEGFR2 humana acoplado con a. inhibidor conocido

pirrolopirimidina b. AS1 (amarillo), CC3 (morado), CC4 (celeste) y RK-1 (verde).
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Figura 9. Sitio activo de GTPasa K-Ras acoplada a. Inhibidor conocido GDP y b. AS1
(amarillo), CC3 (morado), CC4 (celeste) y RK-1 (verde).

Figura 10. Sitio activo de la polimerasa 1 de poli [ADP-Ribosa] acoplada con a. Inhibidor
conocido isoindolinona y b. Los péptidos CC3 (morado) y CC4 (celeste). Sitio de unién del

receptor acoplado con c. AS1 (amarillo) y RK1 (verde).
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Figura 11. Sitio activo de proteina quinasa activada por mitégenos acoplada a. Inhibidor
conocido ibrutinib, b. Los cuatro péptidos analizados; AS1 (amarillo), CC3 (morado), CC4

(celeste) y RK-1 (verde).

3.3 Dinamica Molecular

Las simulaciones de dindmica molecular fueron de 2ns y se realizaron a todos los
complejos péptidos-receptores producidos previamente. Los pardmetros seleccionados
para analizar que se realizd una correcta simulacién fueron la densidad, energia,
temperatura y RMSD. Los resultados de los péptidos-receptores analizados indicaron que
en los parametros de densidad (= 1g/cm®) y temperatura (300 K) se obtuvieron valores
similares en todos los complejos consiguiendo encontrar el equilibrio de los complejos
(Figura 12, Figura 16). Los valores de energia fueron diferentes pero se encontré un rango
de equilibrio adecuado (Figura 13, Figura 14 y Figura 15). Ademads, se observé que en el
caso del pardmetro RMSD los valores estuvieron entre 2.0 a 4.0 A. Sin embargo, se encontré
que en algunos complejos no se alcanza un rango de equilibrio adecuado (Figura 17). Los
valores de RMSD fueron calculados utilizando como referencia las moléculas de carbono
alfa, carbono y nitrégeno. En el caso de los péptidos utilizados en el control se tuvieron
resultados similares y se encontrd el punto de equilibrio en todos los parametros analizados
(Figura A8, Figura A9, Figura A10, Figura Al1, Figura A12, Figura A13, Figura A14 y Figura
A15).

31



3.3.1 Densidad
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Figura 12. Parametro densidad de los complejos de los péptidos sintéticos: a) AS1, b) CC3
y ¢) CC4 contra los receptores bacterianos y cancerigenos. Las simulaciones de interaccion
fueron realizadas durante 2ns y se observd que en todos los complejos se alcanzé un punto

de equilibrio.
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3.3.2 Energia Total
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Figura 13. Parametro de energia total (kcal/mol) del péptido AS1 contra los receptores
microbianos y cancerigenos. Las simulaciones de interaccién fueron realizadas durante 2ns

y se observo que en todos los complejos se alcanzd un punto de equilibrio.
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Figura 14. Parametro de energia total (kcal/mol) del péptido CC3 contra los receptores
microbianos y cancerigenos. Las simulaciones de interaccion fueron realizadas durante 2ns

y se observd que en todos los complejos se alcanzd un punto de equilibrio.
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Figura 15. Parametro de energia total (kcal/mol) del péptido CC4 contra los receptores
microbianos y cancerigenos. Las simulaciones de interaccién fueron realizadas durante 2ns

y se observo que en todos los complejos se alcanzé un punto de equilibrio.
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3.3.3 Temperatura

305 3

J

| * lh

:g H | '.‘\l i
300—- H || \\W\‘h ,r '\‘\'}‘f il

295+ T T

305 b — 1EAG
< ] 1EQC
© r M N | i — IMWT

I I | N

*3300 , fl'Ll ‘J"t — 3VMA
2 1 u * i H ‘ i — 4PRV
9 — 3A0X
— 3VHE

295 1 T L] L] I L] L] 1 L] I L] L T 1 I T L] L] L] I L] L] 1 —_— 4LPK
— 4777

— 6YZ4

‘H I |
|M\ \ l | i‘\ H l ' IH i | } \ ‘1 \‘
300 | H|‘ Iy “ ‘I Il“| W || " | |
I \' /‘l | "l N I U‘ l L \"4\

il

295 T L] 1 L] I L] L] T L] I T L] L] L] I L] L] T L] I L L] 1
1000 1500 2000 2500

Tiempo (2ns)
Figura 16. Parametro de temperatura (K) de los péptidos sintéticos a) AS1, b) CC3 y c) CC4
contra los receptores microbianos y cancerigenos. Las simulaciones de interaccion fueron
realizadas durante 2ns y se observd que en todos los complejos se alcanzé un punto de
equilibrio.
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3.3.4 RMSD
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Figura 17. RMSD backbone (A) de los péptidos sintéticos a) AS1, b) CC3 y c) CC4 contra los
receptores microbianos y cancerigenos. Las simulaciones de interaccién fueron realizadas

durante 2ns y se observo que los valores tendian a converger y alcanzar el equilibrio.
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3.4 Energia libre de enlace

Los valores de energia de enlace fueron obtenidos utilizando dos métodos de punto
final;, MMGBSA y MMPBSA. En el caso de la cuantificacidon de receptores antimicrobianos
se pudo determinar que existe identificacidn de los posibles péptidos candidatos, donde el
péptido AS1 fue el que tuvo los valores de enlace mads bajo, siendo el mas prometedor. En
el caso de los péptidos CC3 y CC4 la diferencia de valores fue menor y no se observd una
diferencia en los valores de afinidad. En los andlisis de los receptores cancerigenos la
identificacion fue menor aunque los valores mas bajos fueron los de los péptidos AS1y CC4,
donde presentaron mas afinidad en cuatro de los cincos receptores. Los valores entre
ambos métodos de cuantificacion de enlace fueron similares. Sin embargo, el método

MMPBSA presento valores de desviacion estandar mas altos (= 27.00 A).

Tabla 6. Valores de afinidad de enlace de receptores microbianos contra los péptidos
estudiados utilizando MMGBSA. Los valores de SD fueron obtenidos a través de las 200

capturas obtenidas colectadas de la simulacidn de 2ns realizada.

Target AS1 SD cc3 SD cca SD CZs-3 SD

1EAG -36.8853 +5.4184 -18.6388 +5.1420 -19.1387 +4.7175 -82.7324 £9.7792
1EQC  -95.3689 +5.9024 -44.0112 +5.6117 -106.4538 +4.9474 -55.6441 +5.0701
IMWT -47.4158 +4.8869 -29.4849 +4.2127 -27.1854 +8.2783 -58.352 +5.4122
3VMA -105.0243 +7.1847 -47.6295 +6.4924 -37.8177 144441 -46.8479 +14.384
4PRV  -23.6503 +5.0594 -17.7921 +4.5718 -12.0135 14,9413 -32.835 14.2424

La unidad de los valores de afinidad es (kcal/mol)
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Tabla 7. Valores de afinidad de enlace de receptores microbianos contra los péptidos

estudiados utilizando MMPBSA. Los valores de SD fueron obtenidos a través de las 200

capturas obtenidas colectadas de la simulacién de 2ns realizada.

Target AS1 SD cc3 SD Cca SD Czs-3 SD
1EAG  -34.8433  £9.4796  -27.993 +6.15 -28.677 +7.2317 -79.2917  +12.3542
1EQC 247296  #15.3785 -18.9787  #12.5861  -99.8728  #9.5214 -48.0021  +8.7539
IMWT 595073 +6.4447  -20.412 +6.2683 -34.9067  11.7212  -47.4447  +14.7802
3VMA 945323 49.5886  -45.3276  +6.3608 -37.631 +7.4146 -52.399 $13.2023
4PRV  -25.295 +8.3678  -19.3683  +4.9647 -15.4871 8318 -32.2561  %6.3513

La unidad de los valores de afinidad es (kcal/mol)

Tabla 8. Valores de afinidad de enlace de receptores cancerigenos contra los péptidos

estudiados utilizando MMGBSA. Los valores de SD fueron obtenidos a través de las 200

capturas obtenidas colectadas de la simulacion de 2ns realizada.

Target AS1 SD cc3 SD CCa SD RK-1 SD
3AOX  -26.6426 51716 -9.5978  #5.6477 -34.9499  #4.8919  -5.5007 +4.1194
3VHE  -29.0087 +7.1531 -39.6811 $6.3565 -39.784 +5.1214  -48.7695  16.3181
4LPK 514117  +7.1505 -21.7719 +#4.5144 -20.1246  +4.9121 -48.3817  $6.9192
4777  -12.1443  £17.8307 -70.7349 *4.8783 -42.0305 +6.1363 -32.014 +11.2535
6YZ4 681623 +7.1663  -22.994  15.8663 -46.4062 63682 -33.3332  +9.3476

La unidad de los valores de afinidad es (kcal/mol)

Tabla 9. Valores de afinidad de enlace de receptores cancerigenos contra los péptidos

estudiados utilizando MMPBSA. Los valores de SD fueron obtenidos a través de las 200

capturas obtenidas colectadas de la simulacidn de 2ns realizada

Target AS1 SD Ccc3 SD Cca SD RK-1 SD
3A0X  -31.5943  +6.0789 -16.2710  +4.2402  -31.5972  +7.4562 -2.9701 +8.2714
3VHE  -26.2057  +6.5019 -47.6141  $9.2938 -27.6822  %7.6809 -51.5538  17.1494
4LPK  -453432  +6.8703 -25.8477  #6.4253 -24.1361  16.6686 -46.1631  9.9898
47722  -5.9030 +27.7630  -45.2963  +6.8599 -59.7310  +7.6034 -35.0267  +9.8387
6YZ4  62.8072 +8.1543 -26.3908  $6.2393  -38.4594  19.7424  -20.7213  15.4799

Unidad de los valores de afinidad es (kcal/mol)
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3.5 Concentracion minima inhibitoria

La evaluacion de actividad antibacteriana fue evaluada mediante concentracidn
minima inhibitoria. Los péptidos AS1 y CC4 fueron los que presentaron actividad
antimicrobiana a distintas concentraciones. El péptido AS1 mostro actividad en los tres
patogenos utilizados; a concentracion de 512 mg/L contra C. albicans y E. coli, en cambio
que para S. aureus presento actividad a 256 mg/L (Figura 18). Por otro lado, el péptido CC4
mostré actividad Unicamente antibacteriana a una concentracidon 1024 mg/L contra E. coli
y S. aureus (Figura 19). En el caso del péptido CC4 no presento actividad antimicrobiana con

ningunos de los microorganismos evaluados (Figura A16).
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Figura 18. Concentracidn minima inhibitoria del péptido sintético AS1 contra a. C. albicans,
b. E. coliy c. S. aureus. Los microorganismos fueron expuestos a diferentes concentraciones

de péptidos desde 1 a 512 mg/L. Los experimentos fueron realizados por triplicado.
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Figura 19. Concentracidn minima inhibitoria del péptido sintético CC4 contra a. C. albicans,
b. E. coliyc. S. aureus. Los microorganismos fueron expuestos a diferentes concentraciones

de péptidos desde 2 a 1024 mg/L. Los experimentos fueron realizados por triplicado.

3.6 Ensayos anticancerigenos

La evaluacion de la actividad anticancerigena fue evaluada mediante ensayos MTT.
Los péptidos fueron evaluados a tres distintas concentraciones 10 uM, 100 uM y 500 uM
con tres lineas celulares A549, HFF y HEK 2937. Los resultados indican que a 500 uM todos
los péptidos presentaron actividad anticancerigena significativa p<0.001 comparada con el
grupo control no tratado. Sin embargo, los valores mas bajos a 500 uM fueron los del

péptido AS1 (Figura 20, Figura 21y Figura 22).
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Figura 20. Viabilidad celular de A549 mediante ensayo MTT de los péptidos AS1, CC3 y
CC4. Diferencia estadisticamente significativa ANOVA y prueba post hoc de Dunnet:

*p<0.05, **p<0.01 y ***p< 0.001 en comparacién con el control no tratado.
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Figura 21. Viabilidad celular de HFF mediante ensayo MTT de los péptidos AS1, CC3 y CC4.

Diferencia estadisticamente significativa ANOVA y prueba post hoc de Dunnet: *p<0.05,

**p<0.01 y ***p< 0.001 en comparacién con el control no tratado.
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Figura 22. Viabilidad celular de HFF mediante ensayo MTT de los péptidos AS1, CC3 y CC4.
Diferencia estadisticamente significativa ANOVA y prueba post hoc de Dunnet: *p<0.05,

**p<0.01y ***p< 0.001 en comparacién con el control no tratado.

3.7 Ensayos hemoliticos

Las evaluaciones de toxicidad fueron evaluadas mediante ensayos hemoliticos. El
péptido AS1 presentd un alto porcentaje de hemdlisis a concentracion de 512 y 1024 mg/L
comparado con los grupos de control (Figura 23). Los péptidos CC3 y CC4 no presentaron

actividad hemolitica (Figura 24, Figura A17).
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Figura 23. Porcentaje de hemolisis del péptido AS1. El péptido presento hemolisis desde
512 mg/L. El control positivo (Triton X-100) fue considerado como el 100% de hemolisis.

Diferencia estadisticamente significativa ANOVA y prueba post hoc Tukey (*p<0.05).

1004

2 .
0

E -
o 50-
T

..Q,‘E -

1 * * * * * * * * * *
0 I #—H*ﬁ*—*—l_

\@")\*’\@\“‘\Q’\o'

A\ () ()
N o Qe ) S [\
S @ @ I L AR Y T N

Concentracion del peptido uM (mg/L)

Figura 24. Porcentaje de hemolisis del péptido CC4. El péptido no superd el 3% de
disrupcion celular en las distintas concentraciones. El control positivo (Triton X-100) fue
considerado como el 100% de hemolisis. Diferencia estadisticamente significativa ANOVAy
prueba post hoc Tukey (*p<0.05).
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CAPITULO IV: INTERPRETACION Y DISCUSION

Los predictores de propiedades fisicoquimicas, indican que los tres péptidos huérfanos AS1,
CC3 y CC4 son de cadena corta (entre 8 a 15 aminodcidos) con uno a dos aminoacidos
positivos. Estos valores le confieren caracteristicas basicas que se ven reflejadas en su punto
isoeléctrico (pH de 9.6 a 11.47) y carga neta (+1 a +3) [121]. La estructura secundaria de los
péptidos CC3, CC4 y RK-1 que indico que no es alfa hélice ni hoja beta puede deberse a que
son secuencias cortas que no forman una estructura secundaria regular. De hecho, esta

limitada informacidon genera que los servidores no pueden analizar adecuadamente [122].

Los resultados de acoplamiento global indicaron que es posible que los péptidos
interaccionen con los receptores en dos lugares; en el sitio activo o en el alostérico [123].
En el conjunto de complejos producidos se observa que en siete de los diez receptores
utilizados, los péptidos se unieron al sitio activo, donde en la mayoria de los casos todos los
péptidos estudiados se enlazaban en el mismo lugar. En el caso de los acoplamientos en
lugares distintos al sitio activo, los sitios de union eran diferentes segun el péptido, donde
por lo general aquellos péptidos que poseen mas aminoacidos se unen a distintos sitios. Por
ejemplo, en el caso del péptido control utilizado en los receptores bacterianos CZS-3 que
posee una longitud de 23 aminoacidos, se observd que en ciertos casos no se acoplaba en
el mismo lugar que los péptidos mas pequefios [121]. Esto quizas pueda ocurrir por el
impedimento estérico en el sitio activo o por imprecisiones en el algoritmo de busqueda del
software, debido a que péptidos de mayor tamafio poseen mads enlace de rotaciéon que
pueden ocasionar errores[124,125]. Resultados similares se obtuvieron en los receptores
cancerigenos, donde los péptidos AS1 y RK-1 de 15 y 14 aminoacidos respectivamente; se
acoplaban en el mismo sitio pero diferentes a los acoplamientos de péptidos de menor
tamafio, debido a que ambos poseen tamanos similares. En el caso de 3 de los 4 receptores
de acoplamiento diferente al sitio activo, la actividad alostérica es supuesta, debido a que
no se puede demostrar que el sitio de unién presenta importancia bioldgica. Sin embargo,

mediante revision en la base de datos PDB se determind que en el caso del receptor G
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proteina de unién a acilpenicilina 2A (LMWT) posee un sitio alostérico, donde se comprobd

que los péptidos AS1, CC3 y CC4 se unian en el mismo [126].

En las simulaciones de dinamica molecular se pudo medir la estabilidad de los
complejos mediante la medicidn de diferentes pardmetros tales como la densidad, energia
total, temperatura y RMSD. En el caso de la densidad, energia total y temperatura se
determind que en todos los casos el complejo llega a un punto de equilibrio donde los
valores entran en un rango de variacion minimo, indicando la estabilidad (. En el caso de los
graficos de RMSD, los resultados indicaron que las simulaciones en la mayoria de los
complejos encontraban un punto de equilibrio y los valores entraban dentro de un rango
aceptable (2.0 a 3.5 A) [122]. Sin embargo, en algunos complejos los valores no encontraban
el punto de equilibrio y presentaron valores altos, tales como AS1-1MWT, AS1-3A0X, CC3-
4LPK, CC3-3VMA y CC4-4LPK. Estos resultados podrian deberse a dos motivos: la diferencia
en el nimero de atomos y el tiempo de simulacién. Los receptores utilizados poseen
diferentes numeros de atomos (2323 a 10137), esto podria ocasionar las diferencias
mostradas en RMSD. En un estudio realizado por Sargsyan y colaboradores [127]
demostraron que con un menor numero de atomos, el RMSD era mas alto. Pero esto
Unicamente ocurrié en AS1-3A0X que es un receptor relativamente pequeno que presenta
2355 atomos. Por lo tanto, la razén mas factible es que el tiempo de 2ns es corto y los

complejos antes mencionados no pudieron alcanzar el equilibrio adecuado [128].

En el caso del célculo de la afinidad de unidn de los complejos péptidos receptor se
pudo identificar que el péptido AS1 fue el mdas prometedor y que puede presentar actividad
antimicrobiana o anticancerigena. Para los receptores microbianos, los resultados
mostraron que AS1 es el péptido mas favorable debido a que en cuatro de los cinco
receptores fue el que mostré mayor afinidad de enlace, seguido del péptido CC4 que
presentd mayor afinidad por uno de los receptores. De hecho, AS1 y CC4 presentaron los
valores de afinidad de enlace mas elevados en el conjunto de simulaciones con -105.0243
y 106.4538 kcal/mol respectivamente. Los resultados fueron similares utilizando ambos
métodos de punto final MMPBSA y MMGBSA con algunas diferencias debido al método de

calculo de la superficie de solvatacion [129]. Por otro lado, en el caso de las simulaciones
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para identificar la actividad anticancerigena los resultados fueron menos precisos. Sin
embargo, en los calculos obtenidos, los péptidos AS1 y CC4 fueron los que mostraron
mejores resultados, ambos fueron los mas favorables para cuatro de los cincos receptores
analizados, el restante fue para el péptido CC3. En ambos métodos usados presentaron
valores relativos similares. De esta manera, se puede entender que el péptido mas
prometedor en presentar actividad antimicrobiana y anticancerigena es el péptido AS1.
Entre los péptidos CC3 y CC4 la identificacion de los valores no es clara y no se puede estimar
cual podria ser el mas prometedor. Dentro de los dos métodos, la mas indicada seria el
MMGBSA debido a que los valores son mas cercanos a la media y el gasto de recursos

computacionales es menor [105].

Los ensayos experimentales han permitido corroborar los analisis bioinformaticos.
Los resultados indicaron que el péptido AS1 mostro mejores propiedades antimicrobianas
contra los tres microorganismos evaluados; C. albicans, E. coliy S. aureus. La concentracion
minima inhibitoria contra C. albicans y E. coli fue de 311.60 UM (512 mg/L) y presento un
valor de 155.80 UM (256 mg/L) para S. aureus. Los péptidos CC3 y CC4 no mostraron
actividad antimicrobiana y fueron evaluados a una concentracidn mas elevada, donde el
péptido CC4 presentd actividad antibacteriana contra E. coli y S. aureus con una
concentracién minima inhibitoria de 510.76 uM (1024 mg/L) y 255.38 (512 mg/L)
respectivamente. La posible actividad terapéutica presentada por los péptidos AS1y CC4 se
podria deberse a dos principales mecanismo de accién de los péptidos; membranolitico o

inhibitorio [5].

En las evaluaciones anticancerigenas se aprecia que los tres péptidos evaluados
inhibieron la proliferacién de las tres lineas celulares; A549, HFF y HEK 293T a una
concentracion de 500 uM presentando diferencias significativas de p<0.001 comparadas
con el control negativo. Sin embargo, los valores mas bajos de porcentaje de proliferaciéon
se observaron en AS1 validando los resultados bioinformaticas. Confiriendo de esta manera
al AS1 como un candidato terapéutico que presenta propiedades similares la de un péptido
anticancerigeno (ACP). Los ACP presentan varios mecanismos de accion entre las que

destacan destruccién de la membrana celular, apoptosis, inhibicion de angiogénesis
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tumoral y regulacién inmune [130]. Sin embargo, debido a sus propiedades fisicoquimicas,
como la carga neta, podria presentar principalmente una actividad membranolitica y por la
afinidad a los receptores claves cancerigenos, tales como GTPasa K-Ras y proteina quinasa

activada por mitdgeno una actividad inhibitoria [131,132] .

Los resultados indicaron que el péptido AS1 es un candidato prometedor que puede
presentar actividades terapéuticas, tales como antimicrobiano y anticancerigeno. Sin
embargo, los péptidos antimicrobianos presentan ciertas limitaciones. De hecho, el
problema que ocurre con mayor frecuencia es el dafo en la membrana celular eucariota
causando efectos secundarios hemoliticos. Esta limitacion fue comprobada cuando se
evalud a los péptidos analizados contra los ensayos hemoliticos. Los resultados indicaron
que el péptido AS1 presenta un alto porcentaje de hemolisis a 1024 y 512 mg/L, las mismas
gue presento actividad antimicrobiana. Por lo tanto, es necesario buscar alternativas en el
area de disefio de péptidos antimicrobianos que se enfoca en cinco aspectos: tamafio de la
cadena, estructura secundaria, carga neta, hidrofobicidad y anfifilicidad. Las mismas
estrategias se pueden aplicar para el péptido CC4 que no presentd hemolisis en los ensayos,
pero es necesario aumentar la actividad antimicrobiana y anticancerigena a menores

concentraciones (Figura 24) [8,133].

CAPITULO V: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

En la presente investigacion se pudo crear una metodologia novedosa que involucra
a diferentes programas bioinformaticas que anteriormente no han sido utilizados
conjuntamente, como es el caso de Porter, CABSdock y Amber para poder evaluar a
péptidos candidato con potencial terapéutico. El acoplamiento molecular funcioné
adecuadamente en la mayoria de las interacciones, especialmente en péptidos mas cortos
donde la tendencia a errores es menor. De la misma manera, la dinamica molecular
encontré el punto de equilibrio en la mayoria de las biosimulaciones, pero es necesario que
el nimero de dtomos de los receptores sean similares para poder tener mejores resultados
y estandarizar él método. Ambos métodos de punto final utilizados para calcular la energia

de enlace tuvieron resultados relativos similares, pero el mas adecuado para futuras
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estimaciones es MMGBSA debido a que presenté valores mas cercanos al promedio y el

gasto computacional es menor, disminuyendo el tiempo de célculo.

Todas las herramientas antes mencionadas funcionaron adecuadamente y se pudo
identificar al péptido AS1 de los tres péptidos que presentaban funcién bioldgica
desconocida debido a que no pertenecen a ninguna familia anteriormente descrita. Los
ensayos in vitro permitieron validar los resultados y demostrar que la metodologia
exploratoria utilizada podria ser aplicada en futuras biomoléculas. Ademas, serd necesario
estandarizar una metodologia de herramientas bioinformaticas para englobar todas las
variables, tales como un mecanismo inhibitorio y la toxicidad de los péptidos. Una posible
alternativa podria ser la creacion de membranas celulares eucariotas y bacterias con la
utilizacién de diversas estrategias tales como umbrela sampling para cuantificar la energia
enlace. Sin embargo, cuando se trabaja con membrana y dindmica molecular los complejos

son mas grandes e involucra mayor gasto computacional.

La verificacion del mecanismo inhibitorio serd necesario analizar mediante la
comparacion del valor de energia de enlace de los péptidos y algln inhibidor conocido de
los receptores utilizados. En este caso no se pudo comprobar debido a que es necesario
parametrizar los enlaces de los inhibidores porque en su mayoria son moléculas organicas
gue no son reconocidas por los campos de fuerza generales. Finalmente, es necesario para
poder obtener mejores resultados en la experimentacién in vitro es necesario que los
péptidos sean purificados por métodos analiticos y que tengan una pureza al menos mayor

al 80%.
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Anexos:

Secuencia del péptido

!

Calculo de propiedades fisicoquimicas

|

Prediccién de estructura secundaria con
Porter

!

Docking mediante CABSdock

!

Dinamica molecular mediante Amber 20

!

Calculo de energia de enlace mediante
MMPBSA y MMGBSA

|

Sintesis de péptidos de fase sélida

|
! ! !

Ensayos de concentracion Ensayos de actividad Ensayos de hemolisis
minima inhibitoria anticancerfgena

Figura Al. Resumen de metodologia in silico e in vitro utilizada. Los programas utilizados

para acoplamiento y dindmica molecular fueron de domino publico.
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Figura A2 Cromatograma de purificacion del péptido sintético mediante RP-HPLC. El
tiempo de retencion del péptido AS1 fue de 25.45 minutos y pureza 49.02%.
2.40

2.20-
2.00-

239 206

1.804
1.60-
1.40

1.20-

AU

1.00-
0.80-

0.60-

0.40-

0.20-

0.004- A

——————— T

0.00 5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00
Minutes

o | e

Figura A3 Cromatograma de purificacion del péptido sintético mediante RP-HPLC. El

tiempo de retencion del péptido CC3 fue de 23.395 y una pureza de 86.95%.
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Figura A4. Cromatograma de purificacion del péptido sintético CC4 mediante RP-HPLC. El

tiempo de retencion del péptido CC4 fue de 13.00 minutos y una pureza de 77.31%.
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Figura A5. Espectro de masas del péptido sintético AS1. Presenta una m/z = 1643.3 Da.
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Figura A6. Espectro de masas del péptido sintético CC3. Presenta una m/z = 1167.8 Da.
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Figura A7. Espectro de masas del péptido sintético CC4. Presenta una m/z = 1065.4.
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Densidad de los complejos CZS-3 vs Receptores
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Figura A8. Parametro densidad de los complejos del péptido CZS-3 contra los receptores
bacterianos. Las simulaciones de interaccién fueron realizadas durante 2ns y se observé

gue en todos los complejos se alcanzé un punto de equilibrio.

Densidad de los complejos RK-1 vs Receptores
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Figura A9. Parametro densidad de los complejos del péptido RK-1 contra los receptores
cancerigenos. Las simulaciones de interaccion fueron realizadas durante 2ns y se observo

gue en todos los complejos se alcanzd un punto de equilibrio.
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Figura A10. Parametro de energia total (kcal/mol) del péptido CZS-3 contra los receptores
microbianos. Las simulaciones de interaccidn fueron realizadas durante 2ns y se observé

gue en todos los complejos se alcanzd un punto de equilibrio.
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Figura A11. Parametro de energia total (kcal/mol) del péptido RK-1 contra los receptores
cancerigenos. Las simulaciones de interaccion fueron realizadas durante 2ns y se observé

gue en todos los complejos se alcanzé un punto de equilibrio.
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Temperatura de los complejos CZS3 vs Receptores
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Figura A12. Parametro de temperatura (K) del péptido CZS-3 contra los receptores
microbianos. Las simulaciones de interaccién fueron realizadas durante 2ns y se observé

gue en todos los complejos se alcanzé un punto de equilibrio.
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Figura A13. Parametro de temperatura (K) del péptido CZS-3 contra los receptores
microbianos. Las simulaciones de interaccidén fueron realizadas durante 2ns y se observd

gue en todos los complejos se alcanzd un punto de equilibrio.
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RMSD de los complejos CZS3 vs Receptores
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Figura A14. RMSD backbone (A) del péptido CZS-3 contra los receptores microbianos. Las

simulaciones de interaccién fueron realizadas durante 2ns y se observd que los valores

tendian a converger y alcanzar el equilibrio.
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Figura A15. RMSD backbone (A) del péptido RK-1 contra los receptores cancerigenos. Las

simulaciones de interaccién fueron realizadas durante 2ns y se observd que los valores

tendian a converger y alcanzar el equilibrio.
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Figura A16. Concentracion minima inhibitoria del péptido sintético CC4 contra a. C.
albicans b. E. coli y c. S. aureus. Los microorganismos fueron expuestos a diferentes

concentraciones de péptidos desde 1 a 512 mg/L. Los experimentos fueron realizados por

triplicado
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Figura Al7. Porcentaje de hemolisis del péptido CC3. El péptido no superd el 3% de
disrupcion celular en las distintas concentraciones. El control positivo (Triton X-100) fue
considerado como el 100% de hemolisis. Diferencia estadisticamente significativa ANOVA 'y
prueba post hoc Tukey (*p<0.05).
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