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RESUMEN

El uso inadecuado de antibidticos ha incrementado significativamente la resistencia
antimicrobiana a nivel mundial, lo que ha generado la necesidad urgente de desarrollar
nuevos agentes antimicrobianos. En este contexto, los péptidos antimicrobianos se
presentan como una alternativa prometedora debido a su amplio espectro de actividad.
Este trabajo de investigacién se enfocd en el disefio de andlogos peptidicos
bioinspirados en el péptido Lineatina-2, con el objetivo de obtener compuestos con
mayor actividad antimicrobiana y menor efecto hemolitico. Para ello, se desarrollaron
librerias de analogos mediante dos estrategias: 1) ajuste de cationicidad e
hidrofobicidad en distintas regiones del péptido y 2) sustitucion de aminoacidos para
favorecer su capacidad de penetracién en la membrana (CPPs). El potencial
antimicrobiano, la citotoxicidad, la estructura y las propiedades fisicoquimicas de los
analogos fueron evaluados utilizando herramientas in silico, filtrando aquellos con baja
actividad antimicrobiana o elevado efecto hemolitico. Asi mismo, se realizaron estudios
de acoplamiento molecular entre los andlogos y membranas bacterianas Gram positivas
y Gram negativas. Los analisis bioinformaticos revelaron que la mayoria de los analogos
disefiados mostraron un bajo efecto hemolitico y una actividad antimicrobiana superior
aladel péptido Lineatina-2. Ademas, los resultados de acoplamiento molecular sugieren
gue los andlogos tienen mayor afinidad por las membranas de bacterias Gram positivas.
Por lo tanto, la evaluacién in silico realizada en este estudio, mediante estrategias de
disefio racional, permitié generar analogos con un mayor potencial de actividad
antimicrobiana y un bajo efecto hemolitico, destacando su viabilidad como candidatos

prometedores para el desarrollo de nuevos agentes terapéuticos.

PALABRAS CLAVE: Péptidos antimicrobianos, lineatina-2, disefo racional, herramientas

in silico, analogo.

Xiii



ABSTRACT

The inappropriate use of antibiotics has significantly increased antimicrobial resistance
worldwide, creating an urgent need to develop new antimicrobial agents. In this context,
antimicrobial peptides have emerged as a promising alternative due to their broad
spectrum of activity. This research focused on the design of peptide analogs inspired by
the Lineatina-2 peptide, aiming to obtain compounds with enhanced antimicrobial
activity and reduced hemolytic effect. To achieve this, libraries of analogs were
developed using two strategies: 1) adjusting cationic and hydrophobicity in different
regions of the peptide and 2) substituting amino acids to enhance their membrane
penetration capacity (CPPs). The analogs' antimicrobial potential, cytotoxicity, structure,
and physicochemical properties were evaluated using in silico tools, filtering out those
with low antimicrobial activity or high hemolytic effect. Furthermore, molecular docking
studies were conducted between the analogs and bacterial membranes of Gram-
positive and Gram-negative bacteria. Bioinformatic analyses revealed that most of the
designed analogs exhibited a lower hemolytic effect and higher antimicrobial activity
than the Lineatina-2 peptide. Additionally, the docking results suggest that the analogs
have a greater affinity for Gram-positive bacterial membranes. Therefore, the in silico
evaluation conducted in this study, employing rational design strategies, successfully
generated analogs with greater antimicrobial potential and reduced hemolytic effects,
underscoring their viability as promising candidates for developing new therapeutic

agents.

KEYWORDS: Antimicrobial peptides, lineatina-2, rational design, in silico tools,

analogous.
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CAPITULO I. INTRODUCCION

1.1. Péptidos antimicrobianos

Los péptidos antimicrobianos (AMPs, por sus siglas en inglés) son biomoléculas
esenciales en la defensa innata de los organismos y estan compuestos por secuencias
especificas de aminodcidos unidas mediante enlaces peptidicos (Beltran, 2019). Estos
oligopéptidos, que varian en longitud entre 5 y 40 aminodcidos, generalmente
presentan una carga neta positiva que oscila entre +2 y +9, asi como una estructura
anfipatica que les permite interactuar eficazmente con las membranas celulares de los
microorganismos (Beltrdn, 2019; Tossi et al., 2000). La capacidad de los AMPs para
adoptar diversas estructuras secundarias, incluyendo hélices a, hojas B, estructuras
extendidas y bucles, es fundamental para su actividad antimicrobiana, siendo las hélices

a y las hojas B las mas prominentes (Bahar & Ren, 2013).

Los péptidos de defensa del huésped (HDP, por sus siglas en inglés) constituyen la
primera linea de defensa del sistema inmune innato contra microorganismos (Sharma
et al.,, 2022; Cantillo & Navarro, 2016). Estos péptidos representan una alternativa
prometedora en el desarrollo de nuevos antibidticos, debido a su capacidad para atacar
rapidamente a una amplia gama de microorganismos, incluyendo bacterias Gram
negativas y Gram positivas, hongos, pardsitos e incluso virus (Jenssen, Hamill, &
Hancock, 2006). Esta versatilidad los hace efectivos contra patdgenos resistentes,
debido a su accién directa sobre las membranas celulares, esenciales para la

supervivencia microbiana (Bahar & Ren, 2013).

1.1.1. Mecanismo de accion

Los péptidos antimicrobianos actian mediante dos enfoques principales: disruptores y
no disruptores de la membrana (Cantillo & Navarro, 2016). Los AMPs no disruptores son
transportados a través de canales especificos en las membranas celulares mediante

procesos de endocitosis hacia el citoplasma (Brogden, 2005). Una vez alli, despliegan su
1



actividad al inhibir varios procesos celulares claves, tales como: la sintesis de ADN, ARN
y proteinas, el plegamiento de proteinas, la actividad enzimatica y la sintesis de la pared

celular (Rollins-Smith, 2009).

En cambio, los disruptores de membrana perturban directamente la permeabilidad
celular mediante la formacién de poros y suelen tener estructuras en a-hélice (Xu & Lai,
2015). Inicialmente, estos péptidos poseen estructuras desordenadas en una solucidn
acuosa y llegan a formar una estructura secundaria anfipatica debido a fuerzas
electrostaticas que genera la unién entre los restos peptidicos cargados positivamente
y los grupos lipidicos cargados negativamente en la membrana (Cantillo & Navarro,
2016). Posteriormente, a medida que la concentracidon local relativa del péptido
disminuye, estos permanecen inactivos en un estado superficial paralelo a la membrana
y al aumentar la concentracién local relativa, los péptidos se activan y se orientan
perpendicularmente a la membrana, en la cual esta insercién altera la permeabilidad de

la bicapa lipidica al formar poros (Conlon & Mechkarska, 2014).

Actualmente, se conocen cuatro modelos principales que explican la ruptura de
membrana causadas por los AMPs: el modelo de alfombra, el modelo de duela de barril,
el modelo de poro toroidal y el mecanismo tipo detergente (Bahar & Ren, 2013; Cantillo
& Navarro, 2016). En el modelo de alfombra, los péptidos se adhieren inicialmente a la
superficie de la membrana, cubriendo una pequefa drea y al acumularse, penetran la
bicapa lipidica formando poros (Bahar & Ren, 2013). En el modelo de duela de barril, los
péptidos se insertan en la membrana en una orientacién transmembrana, agregdndose
para formar un poro de canal iénico tradicional (Jenssen et al., 2006; Mahlapuu et al.,
2016). Por otro lado, en el modelo de poro toroidal, los péptidos se alinean
perpendicularmente en la bicapa, con regiones hidrofdbicas en el centro y regiones
hidrofilicas orientadas hacia el poro (Bahar & Ren, 2013). Finalmente, el mecanismo tipo
detergente, los péptidos se agrupan sobre la superficie de la membrana, formando una
alta concentracién local que desestabiliza la bicapa, fragmentandola en micelas, un

proceso que se asemeja a la accién de los detergentes (Hoskin & Ramamoorthy, 2008).



1.1.2. AMPs en anuros

Los péptidos antimicrobianos son moléculas presentes en una amplia gama de
organismos vivos, incluyendo bacterias, hongos, insectos, vertebrados y plantas
(Mahlapuu et al., 2016; Peters et al., 2010). Aunque existe una gran diversidad de AMPs,
se ha observado un interés particular en los péptidos antimicrobianos presentes en
anuros, ya que estos péptidos bioactivos encontrados en las secreciones cutdneas de los
anfibios constituyen una rica fuente de compuestos farmacéuticos, debido a que poseen
una amplia variedad de actividades bioldgicas, que incluyen propiedades
antibacterianas, antitumorales, antifungicos, antiparasitarias, antiinflamatorias e
inmunomoduladoras (Rollins-Smith, 2009). La piel de los anfibios alberga una amplia
variedad de AMPs, que se clasifican segun su secuencia de aminoacidos (Xu & Lai, 2015).
Algunos de los AMPs mas destacados en la literatura incluyen las dermaseptinas,
filoseptinas, plasticinas, filoxinas, cruzioseptinas y lineatinas (Conlon & Mechkarska,

2014; Cuesta et al., 2021; Yambay, 2022).

1.1.3. Limitaciones en los péptidos antimicrobianos.

Los AMPs ofrecen multiples ventajas en la lucha contra infecciones (Bahar & Ren, 2013;
Brogden, 2005). Sus propiedades los convierten en candidatos prometedores para
combatir infecciones resistentes a los antibidticos convencionales. Sin embargo, su

aplicaciodn clinica enfrenta diversos desafios que requieren soluciones innovadoras.

Uno de los principales retos en el disefio de los AMPs es lograr un equilibrio adecuado
entre sus caracteristicas fisicoquimicas, como la cationicidad, la hidrofobicidad y la
anfipaticidad (Mahlapuu et al., 2020). Estos pardmetros son cruciales para garantizar su
eficacia antimicrobiana, al tiempo que se minimizan efectos adversos, como la
citotoxicidad en células eucariotas, como la hemolisis en eritrocitos (Beltran, 2019). La
optimizacion de estas propiedades implica un proceso de ensayo y error, donde
pequeiios cambios en la secuencia peptidica pueden alterar significativamente su

actividad y selectividad.



Ademads, los AMPs poseen una falta de selectividad contra cepas especificas, lo que
puede generar efectos no deseados en el microbiota beneficioso del huésped (Eckert et
al., 2006). También son susceptibles a la degradaciéon por enzimas proteoliticas
presentes en los entornos fisioldgicos, lo que reduce su estabilidad y eficacia
(Sieprawska-Lupa et al., 2004). A esto se suma la aparicién de resistencia bacteriana
frente a algunos AMPs, un fendmeno que, aunque menos comun que con los
antibioticos tradicionales, puede comprometer su efectividad a largo plazo (Bader et al.,
2005). Por otro lado, la produccién a gran escala de AMPs puede ser costosa, limitando
su disponibilidad y acceso (Mahlapuu et al., 2020). Por estas razones, las estrategias de
disefio de AMPs se centran en crear nuevos analogos peptidicos con caracteristicas que
optimicen su capacidad para combatir patégenos mientras se minimiza el riesgo de

toxicidad en entornos fisioldgicos.

1.1.4. Diseno de andlogos

El disefio racional de los AMPs representa un enfoque avanzado para crear agentes
terapéuticos innovadores con mayor eficacia y menor toxicidad, ideales para enfrentar
infecciones resistentes a los antibidticos (Hicks et al., 2007). Este proceso se basa en la
optimizacién de las propiedades fisicoquimicas de los AMPs, como la cationicidad, la
hidrofobicidad y la anfipaticidad, que son esenciales para garantizar su actividad
antimicrobiana y selectividad frente a las células microbianas (Mwangi et al., 2023). Se
han utilizado diversas técnicas de modificacion en los AMPs, como la sustitucion de
aminodcidos (Dathe et al., 2001), ciclacion (Chan et al., 2013), halogenacion (Gottler &
Ramamoorthy, 2009), acetilacién (Han et al., 2021) y peptidomiméticos (Areiza, 2003).
Entre estas estrategias, la sustitucion del contenido de aminodacidos es especialmente

investigada, con el fin de optimizar la secuencia del péptido original.

1.1.4.1. Estrategias de modificacion dirigida al sitio

El desarrollo de nuevos agentes antimicrobianos mediante sustituciones dirigidas al sitio
se centra en la sustitucion de aminoacidos que aumenten la actividad antimicrobiana y

reduzcan la hemolisis (Ong et al., 2014; Cutrona et al., 2015). Por ejemplo, el péptido
4



melitina, derivado del veneno de abeja, ha sido modificado para reducir su toxicidad
hemolitica sin perder actividad antimicrobiana mediante la sustitucion selectiva de
aminodcidos en sus extremos hidrofébicos (Ramos & Cornejo, 2024). Otro caso es la
modificacion del AMP LL-37, un péptido humano, para aumentar su especificidad contra
bacterias Gram negativas, en la cual se realizaron sustituciones en residuos especificos,
lo que permitié reducir significativamente su hemolisis mientras mantenia su eficacia
antimicrobiana (Santos et al., 2021). Estas estrategias resaltan la capacidad de las
modificaciones dirigidas al sitio para transformar AMPs naturales en agentes

terapéuticos mas seguros y efectivos.

1.1.4.2. Analogos con mayor cationicidad

Al aumentar la cationicidad de un AMPs mediante la sustitucion de aminoacidos
neutros, hidrofébicos o menos hidrofilicos por aminoacidos basicos, especialmente
lisina (Lys) o arginina (Arg) (Cutrona et al., 2015). Estas modificaciones logran mejorar
su actividad antimicrobiana al fortalecer la interaccidn electrostatica con las membranas
bacterianas cargadas negativamente y disminuyen el indice hemolitico, minimizando la
toxicidad hacia las células humanas (Du et al., 2014; Jiang et al., 2008). Por ejemplo, el
analogo peptidico de cruzioseptina 1, denominado [K4K15]CZS-1 obtuvo un alto efecto
antimicrobiano contra S. aureus (CIM=4 uM), luego de incrementar su cationicidad de
+3 a +6, mediante sustituciones de aminoacidos basicos (Bermudez, 2021). Asi mismo,
Guo et al., (2018) disefiaron cuatro andalogos, denominados A837, A838, A839 y A840
del péptido BMAP-28, mediante la sustitucién de aminoacidos neutros por basicos para
obtener una mayor cationicidad, mejorando no solo su capacidad antimicrobiana, sino
gue también disminuyendo la resistencia bacteriana (Guo et al.,, 2018). Estos casos
destacan cdmo el control de la cationicidad puede potenciar la eficacia antimicrobiana

y minimizar los efectos adversos.

1.1.4.3. Analogos con modulacidon de la hidrofobicidad

Al disefiar nuevos péptidos sintéticos, la hidrofobicidad influye en la actividad y

selectividad de las moléculas de AMP, por estas razones se debe ajustar la
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hidrofobicidad mediante la sustitucion de aminoacidos lipofilicos en el lado cargado
positivamente de un AMP dentro de una ventana éptima de modificacion (Andreev et
al., 2018; Uggerhgj et al., 2015). Tal como lo realizaron Bea, R. y sus colaboradores en el
2017, al disefar siete analogos del péptido IsCT1 e IsCT2 con sustituciones de alanina,
valina y leucina en las posiciones del lado hidrofdbico, logrando obtener al andlogo
IsCTL1, con una hidrofobicidad de 0,682 en comparacién de 0,818 del péptido original.
Este analogo mostré la capacidad de inhibir el crecimiento de Staphylococcus aureus y
Escherichia coli en concentraciones inferiores a 25 pg/mL. Aunque, IsCTL1 presentd una
mayor actividad antimicrobiana, también exhibié una toxicidad similar a la de los
péptidos originales (De la Salud Bea et al., 2017). Por ello, es necesario establecer un
umbral para la modulacién de la hidrofobicidad, ya que un aumento excesivo de la
hidrofobicidad incrementa la hemdlisis, mientras que una disminucién compromete la

actividad antimicrobiana (Chen et al., 2007).

1.1.4.4. Analogos peptidicos CPPs.

Los péptidos bioactivos (BAP, por sus siglas en inglés) comprenden dos clases
principales: los péptidos antimicrobianos (AMPs) y los péptidos penetrantes en células
(CPPs, por sus siglas en inglés) (Sachon et al., 2021). El sello distintivo de los CPPs es la
abundancia de residuos basicos (Argy Lys) y/o Trp; en especial los CPPs con residuos de
Arg, ya que son mas activos contra las bacterias y pueden penetrar mejor en la célula
formando poros en la membrana (De Cena et al., 2022; Troeira et al., 2007). Por ejemplo,
Souza, P. y colaboradores en el 2020, disefiaron diferentes andlogos peptidicos de la
Quitinasa de A. thaliana a través del servidor CellPPD, en la cual PepGAT y PepKAA
demostraron capacidad para penetrar en las células, una buena proporcion hidrofébica
(40%) y un bajo indice de Boman (<2,5), caracteristicas esenciales para la actividad
antimicrobiana y a su vez PepGAT fue mas efectivo contra las bacterias, gracias a su

mayor contenido de arginina en la secuencia peptidica (Souza et al., 2020).



1.2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA DE INVESTIGACION

La resistencia a los antimicrobianos (RAM) se ha convertido en una de las principales
amenazas para la salud publica global, siendo calificada por expertos como "la
pandemia silenciosa del siglo XXI" (Medina, 2022). En 2023, la Organizacion Mundial de
la Salud (OMS) identificé que el uso inapropiado de antibidticos, la falta de vigilancia
en salud publica, el desconocimiento sobre los farmacos y la escasa implicacién
gubernamental son algunas de las causas mas significativas de esta resistencia (OMS,
2023). Estos factores han propiciado el surgimiento de microorganismos resistentes a
una amplia variedad de antibidticos, lo que complica el tratamiento de infecciones
comunes y pone en riesgo la efectividad de intervenciones médicas esenciales (Medina,

2022).

La RAM es una preocupacion global en constante aumento, debido a la resistencia de
bacterias, virus, hongos y parasitos a los medicamentos (Giono-Cerezo et al., 2020).
Actualmente, se estima que cada afo ocurren cerca de 30 millones de casos de sepsis
a nivel mundial, de los cuales alrededor de 5 millones resultan en muertes debido a
infecciones por cepas resistentes a los antibidticos convencionales (Vélez et al., 2021).
En Ecuador, entre 2014 y 2017, se registraron 55,106 casos de infecciones resistentes
en hospitales, siendo los patdégenos mds comunes Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeruginosa (CRN-RAM-INSPI,
2018). En particular, en el Hospital José Maria Velasco Ibarra en Tena-Napo, se reportd
un numero de consultas por infecciones del tracto urinario causadas por patégenos
resistentes a los antimicrobianos, como Escherichia coli, que representa el principal
patdgeno con una incidencia que oscila entre el 58% y el 76% de los casos (Vargas &
Andrade, 2018). Esta problematica se atribuye conjuntamente a las causas presentadas

por la OMS.

Por esta razdn, se recurre al uso de péptidos antimicrobianos como una estrategia para
enfrentar las infecciones causadas por diversos patdgenos, incluyendo bacterias, virus
y hongos, ya que los AMPs actuan alterando la integridad de las membranas celulares

o inhibiendo funciones celulares especificas, ofreciendo una alternativa a los
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antibidticos convencionales (Mahlapuu et al., 2016). Sin embargo, los AMPs presentan
algunas limitaciones, tales como su toxicidad para el organismo huésped, la
sensibilidad a las condiciones ambientales adversas (susceptibilidad a las proteasas y el
pH extremo), el problema de plegamiento de algunos AMPs grandes, su alto costo de
produccién, entre otros (Bahar & Ren, 2013). Por ello, el disefio racional de péptidos
antimicrobianos juega un papel crucial en la bisqueda de soluciones efectivas, ya que
este enfoque permite desarrollar péptidos con propiedades especificas, promoviendo
su eficacia y aplicabilidad en el tratamiento de diversas infecciones (Mahlapuu et al.,

2020).

1.3.  JUSTIFICACION DE LA INVESTIGACION

Debido al incremento de enfermedades infecciosas, surge la necesidad de abordar
nuevos agentes terapéuticos para contrarrestar la emergencia de cepas resistentes y
la escasez de nuevos farmacos antimicrobianos (Ledn, 2021). Bajo estas circunstancias,
los AMPs se presentan como una alternativa prometedora para el tratamiento de estas
infecciones, ya que poseen una buena estabilidad térmica, solubilidad en el agua, bajo
peso molecular, una relaciéon estructura-actividad favorable y amplio espectro de
acciéon (Roncevi¢ et al., 2019). Sin embargo, para su aplicaciéon deben superar varios

desafios, como se menciono anteriormente en las limitaciones (Bahar & Ren, 2013).

Es por ello, que la implementacion de técnicas computacionales avanzadas facilita el
disefio racional de nuevos analogos peptidicos, emergiendo como estrategia clave para
mejorar los péptidos naturales, mediante el uso de diferentes herramientas in silico
gue permiten la optimizacion de las propiedades fisicoquimicas, un aumento
significativo en la actividad antimicrobiana y la reduccién del potencial hemolitico en
los AMPs (Barreto et al., 2019). Este enfoque contribuye a una seleccion mds efectiva
de candidatos y ahorra recursos al descartar aquellos que podrian presentar problemas

en ensayos posteriores (Beltran, 2019).

En este contexto, para el presente trabajo se utilizara como arquetipo a Lineatina-2, el

cual fue descubierta en las secreciones cutaneas de Lithodytes lineatus, siendo uno de
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los tres péptidos identificados hasta la fecha en esta especie de anuro. Lineatina-2 estd
compuesta por 22 aminoacidos, exhibe una alta tendencia a adoptar una estructura a-
helicoidal y es anfipdtica, con una carga neta de +4,1, lo que la hace idénea para
interactuar con la membrana bacteriana (Yambay, 2022). Ademas, lineatina-2
comparte caracteristicas estructurales e hidrofébicas con otros péptidos
antimicrobianos y demostrd una destacada actividad antimicrobiana contra Escherichia
coli (CIM = 6,5 uM), Staphylococcus aureus (CIM = 1,6 uM) y Candida albicans (CIM=
12,9 uM), induciendo la muerte celular por necrosis en estos microorganismos
(Yambay, 2022). Asi mismo, este péptido sintético presenté un bajo efecto hemolitico
contra de E. coliy S. aureus, con una concentracion hemolitica media (CHs,) de 45,7
UM (Yambay, 2022). En este sentido, se plantea disefar de manera in silico nuevos
analogos peptidicos basados en Lineatina-2 con un mayor potencial antimicrobiano y

una toxicidad reducida.

1.4. Objetivos de la Investigacion

1.4.1. Objetivo General

Disefiar analogos del péptido lineatina-2 mediante el uso de herramientas in silico para

mejorar la actividad antimicrobiana y reducir su potencial hemolitico.

1.4.2. Obijetivos Especificos

e Desarrollar andlogos peptidicos de Lineatina-2 mediante la sustitucidon
estratégica de aminoacidos con el propdsito de mejorar y optimizar sus

propiedades fisicoquimicas y estructurales.

e Evaluar el potencial antimicrobiano y la capacidad hemolitica de los analogos

de Lineatina-2 utilizando herramientas in silico.

e Seleccionar los analogos mdas prometedores con mayor actividad

antimicrobiana y toxicidad reducida.
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CAPITULO Il: MARCO METODOLOGICO

2.1. Estrategias de disefio

En este estudio, el péptido antimicrobiano Lineatina-2 caracterizado en la rana
Lithodytes lineatus, fue utilizado como arquetipo para el disefio de una amplia gama de
analogos. Para ello, se analizé la secuencia ILPLLITAAKVIPKIHSFFKNL utilizando
herramientas bioinformaticas que permitieron identificar caracteristicas clave para su

modificacion racional (Anexo A).

Se empled HeliQuest (Gautier et al., 2008) para identificar las caras hidrofébica e
hidrofilica mediante la representacién grafica en una rueda helicoidal y se obtuvo
diferentes parametros claves como la hidrofobicidad y la carga neta. Ademas, se utilizo
PepDraw (Freeman & Badani, 2011) para obtener propiedades fisicoquimicas

complementarias, como la masa molecular y el punto isoeléctrico.

2.1.1. Estrategia 1: Ajuste de hidrofobicidad y aumento de cationicidad

2.1.1.1. Fase 1: Modificacion en cara polar y no polar

En esta primera fase, se optimizaron las propiedades de los analogos peptidicos de
Lineatina-2, se realizaron modificaciones tanto en la regién polar como en la apolar del
péptido, de manera individual. En la regiéon polar, se aumenté la cationicidad
sustituyendo aminodacidos neutros por aminodcidos basicos, con el objetivo de
potenciar las interacciones electrostaticas (Cutrona et al., 2015). Respecto a la cara

apolar, se utilizé el servidor Expasy-ProtScale (Gasteiger et al., 2005), junto con la escala

de Hydropath / Kyte & Doolittle para identificar los aminoacidos con mayor y menor
hidrofobicidad. Con base en estos valores, se realizaron sustituciones dirigidas: los
aminodacidos altamente hidrofébicos se reemplazaron por otros menos hidrofébicos

para reducir la hidrofobicidad, mientras que, para aumentarla, se sustituyeron por
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aminodacidos con valores mas altos en la escala (De la Salud Bea et al., 2017; Chen et al.,

2007).

2.1.1.2. Fase 2: Integracion de modificaciones en ambas caras.

La segunda fase se desarrolld bajo la fase 1 como una etapa de refinamiento basada en
los resultados obtenidos durante la fase anterior. Debido a que fueron pocos los
analogos que lograron buenos valores predictivos al ser modificados Unicamente en
regiones individuales (cara polar o apolar), se seleccionaron aquellos analogos que
destacaron durante el proceso de cribado en la primera estrategia, es decir, aquellos
con altos valores de actividad antimicrobiana y un bajo potencial hemolitico en
comparacion con el péptido original (Figura 1-3). El objetivo principal de esta fase fue
disefar nuevos analogos mediante la integracion de modificaciones tanto en la cara
polar como en la apolar del péptido para mejorar la anfipaticidad, combinando el
aumento de la cationicidad y la modulacién de la hidrofobicidad en ambas regiones.
Asi mismo, los nuevos analogos generados fueron sometidos nuevamente a un proceso
de cribado basado en su actividad antimicrobiana, potencial hemolitico y tendencia
helicoidal. Aquellos que obtuvieron los mejores resultados fueron seleccionados,

mientras que los que mostraron un menor desempeiio fueron descartados.

2.1.2. Estrategia 2: Disefio de analogos CPPs

En el disefio de péptidos penetrantes en células (CPPs), se realizaron sustituciones
especificas de aminodcidos caracteristicos de los CPPs, como residuos cargados
positivamente, entre ellos arginina (Arg) y lisina (Lys), que facilitan las interacciones
electrostdticas con los fosfolipidos de las membranas celulares. Ademads, se
introdujeron residuos hidrofébicos, como leucina (Leu), fenilalanina (Phe) y triptéfano
(Trp), que favorecen el anclaje del péptido en la membrana y mejoran su eficiencia de
penetracién (Copolovici et al., 2014; Desale et al., 2021). Cada analogo disefiado fue
evaluado mediante la herramienta in silico CellPPD (Gautam et al., 2013), que validé su
capacidad predictiva como CPPs a través de algoritmos avanzados (Gautam et al.,

2015). Este enfoque no solo potencia su capacidad para actuar como un CPPs eficaz,
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sino que optimiza la cationicidad y la hidrofobicidad del péptido, para el desarrollo de

nuevos agentes antimicrobianos.

2.2. Proceso de cribado

Se generd una biblioteca de andlogos, clasificados en las dos estrategias basadas en
sustituciones especificas en la cara polar, la cara no polar. Se evaluaron las propiedades
fisicoquimicas y las actividades bioldgicas potenciales de cada analogo utilizando
herramientas in silico (Anexo A). Este analisis permitio realizar un cribado exhaustivo
basado en umbrales especificos definidos para cada predictor, seleccionando aquellos
andlogos que obtenian valores de prediccion superiores en actividad antimicrobiana,
menor hemdlisis y mayor tendencia helicoidal, mientras que se descartaron los que

presentaban un menor potencial en comparacién con el péptido original (Figura 1-3).

2.2.1. Cribado por actividad antibacteriana

Para evaluar el potencial antimicrobiano de los diferentes andlogos, se utilizaron tres
herramientas de prediccién in silico: CAMPR3, AntiBP3 y AMPfun, junto con criterios
basados en puntuaciones de umbrales especificos mayores al péptido original para su

clasificacion.

CAMPR3 es una herramienta disenada para la prediccién y clasificacién de péptidos
antimicrobianos al utilizar algoritmos de Support Vector Machines (SVM), Random
Forest (RF) y Discriminante Lineal (LDA) mediante el andlisis de secuencias, las
caracteristicas fisicoquimicas y estructurales de los péptidos (Waghu et al., 2016; Waghu
& ldicula-Thomas, 2020). Para esta herramienta, se aplicé un umbral de seleccidn
especifico de AB > 0.980 mayor al péptido original (Anexo A). Por otra parte, AntiBP3
emplea técnicas Support Vector Machines (SVM) y Artificial Neural Network (ANN) para
identificar y clasificar péptidos con potencial de actividad antibacteriana (Bajiya et al.,
2024). En este caso, se utilizd un umbral de seleccién de AB> 0.80 para clasificar los
andlogos evaluados (Anexo A). Finalmente, AMPfun integra algoritmos como Support

Vector Machines (SVM), Artificial Neural Network (ANN) para predecir la actividad
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antimicrobiana y otras propiedades bioldgicas de los péptidos (Chung et al., 2019). Para
esta herramienta se aplicé un umbral de seleccion de AB> 0.920, destacando aquellos
andlogos que cumplian con este criterio (Anexo A). Al trabajar con diferentes algoritmos
de prediccidn, estas herramientas ofrecieron una evaluacién complementaria que
permitio identificar los analogos con mayor potencial en términos de actividad

antibacteriana.

2.2.2. Cribado por actividad hemolitica

Para evaluar el potencial hemolitico, se utilizaron dos herramientas bioinformaticas
aplicando los umbrales especificos. HAPPENN utiliza algoritmos de aprendizaje
automatico, como Artificial Neural Network (ANN), Support Vector Machines (SVM) y
Random Forest (RF) para predecir la actividad hemolitica de péptidos de manera in
silico (Timmons & Hewage, 2020). En esta herramienta se aplicé un umbral de seleccién
de AH<0,500 para clasificar los mejores analogos. Asi mismo, DBAASP emplea
algoritmos basados en aprendizaje automatico mediante el analisis de las
caracteristicas fisicoquimicas y estructurales de los péptidos (Pirtskhalava et al., 2021).
En este caso, se aplicd el umbral se selecciéon como "No activo" para los eritrocitos
(Anexo A). Cada servidor emplea algoritmos de prediccion diferentes, ambos
proporcionaron un analisis complementario que permitié evaluar el riesgo hemolitico

de los analogos, facilitando la seleccién de aquellos con menor potencial téxico.

2.2.3. Cribado por Helicidad

En esta parte, se empled la herramienta PRABI (CNRS-UCBL, 2021), para analizar la
tendencia helicoidal de los andlogos. PRABI permite predecir la propensién de una
secuencia peptidica a adoptar una estructura helicoidal en solucién (CNRS-UCBL, 2021).
Con base a este analisis, se seleccionaron aquellos andlogos que presentaron una
probabilidad igual o superior al 50%, superando asi la tendencia helicoidal del péptido

original.
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2.3. Modelado estructural de los analogos prometedores

Para los analogos prometedores se realizé la prediccidn de la estructura secundaria
junto con el servidor JPred4 (Drozdetskiy et al., 2015), el cual emplea el algoritmo JNet,
basado en redes neuronales simples y alineaciones multiples de secuencias, para
predecir estructuras secundarias con alta precision. En cuanto al modelado
tridimensional de las secuencias, se utilizé AlphaFold (Nussinov et al., 2022), un
software vanguardia basado en inteligencia artificial con modelado por redes
neuronales profundas, que permitié generar modelos 3D de los andlogos con alto grado

de confianza y precision.

2.4. Acoplamiento Molecular

Se realizd un estudio de acoplamiento molecular para dilucidar el posible mecanismo
de accién de los andlogos prometedores en membranas objetivo: La membrana
bacteriana Gram negativa (PDB: 2W6D) se extrajo del PDB Protein Bank, mientras que
la membrana Gram positiva fue obtenida de CHARMM-GUI (Jo et al., 2008). Para ello,
se utilizaron los modelos de las estructuras tridimensionales de los analogos obtenidos
en AlphaFold y se limpiaron las estructuras de las membranas en UCSF Chimera
(Pettersen et al.,, 2021). Seguidamente, se prepararon los complejos para el
acoplamiento molecular utilizando AutoDockTools, donde se anadieron cargas y
atomos de hidrégeno tanto al péptido como a las membranas. La energia de interaccién
se expresé en términos de afinidad (kcal/mol) calculada por AutoDock Vina (v.1.2.5)

(Forli et al., 2016).
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CAPITULO IlI: RESULTADOS

3.1. Proceso algoritmico para la selecciéon de andlogos prometedores
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Figura 1-3: Algoritmo de seleccion de analogos prometedores mediante
cribados. Cada estrategia fue clasificada en categorias de color rojo-celeste,
morado y verde, respectivamente, y posteriormente se cribé utilizando los
parametros AB, AH y hélice alfa. El niumero de analogos generados se

muestra en cada nivel. Realizado por Silva, 2024.

A partir de las distintas sustituciones realizadas en Lineatina-2, se generé una biblioteca
de analogos peptidicos organizada en dos estrategias establecidas. Esta biblioteca,
compuesta por 230 secuencias en total, fue sometida a un proceso de cribado que
permitiéd descartar los analogos no deseables y seleccionar los mas prometedores

(Figura 1-3).

3.2. Estrategia 1: Ajuste de hidrofobicidad y aumento de cationicidad

3.2.1. Fase 1: Modificacion en cara polar y no polar

Se generd una biblioteca con modificaciones en la cara polar (Anexo B) y la cara no
polar (Anexo C) que generaron 96 y 49 andlogos, respectivamente. El proceso de
cribado (Figura 1-3) redujo el numero de andlogos a 2 con modificaciones en la cara

apolar, considerandolos como prometedores en esta estrategia (Tabla 1-3).

3.2.2. Fase 2: Integracion de modificaciones en ambas caras.

En la segunda estrategia se combinaron las modificaciones tanto en la cara polar y apolar
de Lineatina-2 generando 10 analogos (Anexo D). Tras filtrar los andlogos combinados

quedaron 6 analogos, siendo los mas idéneos (Tabla 1-3).

3.3. Estrategia 2: Disefio de analogos CPP

En esta estrategia se generaron 85 analogos con modificaciones en ambas caras (Anexo
E). Durante el proceso de cribado se descartaron los andlogos no deseables y se

seleccionaron 4 andlogos en total como los mas prometedores (Tabla 1-3).
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3.4. Andlogos prometedores

A través del proceso de cribado en cada estrategia, se lograron seleccionar 12 andlogos
prometedores (Tabla 1-3). Estos analogos demostraron mejoras significativas en
comparacion con el péptido original, como una mayor carga neta, que varian entre +4 y
+8, y una menor hidrofobicidad, en un rango de 0,352 a 0,493. Asi mismo, las estructuras
de los andlogos evidenciaron una propensién superior al 55% a adoptar una
conformacion de a-hélice (Tabla 2 - 3). Ademas, los andlogos demostraron valores
positivos en la prediccién de péptidos penetrantes en células (CPP) (Tabla 3-3), junto
con una actividad antimicrobiana mejorada (Tabla 4-3) y un potencial hemolitico

reducido (Tabla 5 -3).

Tabla 1-3: Secuencias de andlogos prometedores. Los aminoacidos reemplazados en los
analogos fueron resaltados en negro.

Péptido Secuencia Estrategia
Lineatina-2 ILPLLITAAKVIPKIHSFFKNL-NH2 Original

4A5A ILPAAITAAKVIPKIHSFFKNL-NH2 1
2A4A5A IAPAAITAAKVIPKIHSFFKNL-NH2 1
4A5A11K13A15K ILPAAITAAKKIAKKHSFFKNL-NH2 1
2A4A5A11K13A19K IAPAAITAAKKIAKIHSFKKNL-NH2 1
4A11K13A19K ILPALITAAKKIAKIHSFKKNL-NH2 1
2A3K5A11K13A19K IAKLAITAAKKIAKIHSFKKNL-NH2 1
4A5A11K13A ILPAAITAAKKIAKIHSFFKNL-NH2 1
4A5A7R14A15K ILPAAIRAAKVIAKKHSFFKNL-NH2 1
1G3R6E7K17K21R GLRLLEKAAKVIAKIHKFFKRL-NH2 2
3R5R6E13A17K21R ILRLREKAAKVIAKIHKFFKRL-NH2 2
1F3R6E7K13A17G21R FLRLREKAAKVIAKIHGFFKRL-NH2 2
1K3R6E7W8R13A17R21R KLRLLEWRAKVIAKIHRFFKRL-NH2 2

Realizado por: Silva, 2024.
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Tabla 2-3: Propiedades fisicoquimicas de los andlogos prometedores. Los valores fueron
obtenidos con Pepdraw, y HeliQuest y la helicidad se midié con PRABI.

Estrategia Péptido Masa (g/mol) Cargaa Hidrofobicidad Helicidad (%) Pl
PH7.4

Original Lineatina-2 2475,5298 4 0,802 50,00% 10,89
1 4A5A 2391,4363 4 0,675 59,09% 10,89
1 2A4A5A 2349,3895 4 0,612 59,09% 10,89
1 4A5A11K13A15K 2409,4581 6 0,430 63,64% 11,17
1 2A4A5A11K13A19K 2333,4269 6 0,367 81,82% 11,17
1 4A11K13A19K 2417,5205 6 0,493 86,36% 11,17
1 2A3K5A11K13A19K 2406,5158 7 0,352 100,00% 11,26
1 4A5A11K13A 2394,4472 5 0,556 90,91% 11,05
1 4A5A7R14A15K 2435,485 6 0,472 63,64% 11,86
2 1G3R6E7K17K21R 2578,6269 7 0,393 100,00% 11,74
2 3R5R6E13A17K21R 2677,7064 8 0,352 100,00% 12,25
2 1F3R6E7K13A17G21 2640,6175 7 0,396 100,00% 12,24

R
2 1K3R6E7W8R13A17 2820,7547 8 0,435 100,00% 12,50
R21R

Realizado por: Silva, 2024.

Tabla 3-3: Andlogos con mayor penetracion con la membrana. Estos valores fueron obtenido
por el servidor CellPPD: Designing of Cell Penetrating Peptides, en la cual se destacan los andlogo:
de la estrategia 2.

ACTIVIDAD CPP Prediccién
Estrategia Péptido CellPPD

Original Lineatina-2 -0,20 Non-CPP
1 4A5A -0,12 Non-CPP
1 2A4A5A -0,15 Non-CPP
1 4A5A11K13A15K -0,17 Non-CPP
1 2A4A5A11K13A19K -0,09 Non-CPP
1 4A11K13A19K -0,11 Non-CPP
1 2A3K5A11K13A19K -0,18 Non-CPP
1 4A5A11K13A -0,20 Non-CPP
1 4A5A7R13A15K -0,07 Non-CPP
2 1G3R6E7K17K21R 0,34 CPP
2 3R5R6E13A17K21R 0,28 CPP
2 1F3R6E7K13A17G21R 0,25 CPP
2 1K3R6E7W8R13A17R21R 0,34 CPP

Realizado por: Silva, 2024.
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Tabla 4-3: Prediccion de actividad de los analogos prometedores. Los valores representados
en la tabla son probabilidades mejoradas al péptido original.

Estrategia Péptido ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA
CMPR3 ANTIBP3 AMPFUN
Original Lineatina-2 0,973 0,81 0,925
1 4A5A 0,980 0,82 0,934
1 2A4A5A 0,982 0,81 0,925
1 4A5A11K13A15K 0,988 0,78 0,968
1 2A4A5A11K13A19K 0,987 0,77 0,965
1 4A11K13A19K 0,990 0,87 0,965
1 2A3K5A11K13A19K 0,990 0,93 0,955
1 4A5A11K13A 0,989 0,83 0,968
1 4A5A7R13A15K 0,990 0,83 0,960
2 1G3R6E7K17K21R 0,992 0,82 0,939
2 3R5R6E13A17K21R 0,994 0,86 0,925
2 1F3R6E7K13A17G21R 0,991 0,88 0,931
2 1K3R6E7W8R13A17R21R 0,996 0,81 0,955

Realizado por: Silva, 2024.

Tabla 5-3: Prediccion del potencial hemolitico de los andlogos prometedores. Los valores
representados en la tabla son probabilidades mejoradas al péptido original.

Estrategia Péptido ACTIVIDAD HEMOLITICA
HAPPENN DBAASP A. Eritrocito

Original Lineatina-2 0,978 0,64 Activo
1 4A5A 0,250 0,58 No Activo
1 2A4A5A 0,034 0,57 No Activo
1 4A5A11K13A15K 0,048 0,64 No Activo
1 2A4A5A11K13A19K 0,006 0,68 No Activo
1 4A11K13A19K 0,415 0,56 No Activo
1 2A3K5A11K13A19K 0,147 0,61 No Activo
1 4A5A11K13A 0,106 0,57 No Activo
1 4A5A7R13A15K 0,072 0,59 No Activo
2 1G3R6E7K17K21R 0,180 0,63 No Activo
2 3R5R6E13A17K21R 0,030 0,59 No Activo
2 1F3R6E7K13A17G21R 0,049 0,70 No Activo
2 1K3R6E7W8R13A17R21 0,052 0,68 No Activo

R

Realizado por: Silva, 2024.
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3.5. Modelamiento Estructural

Para identificar la estructura secundaria y los modelos tridimensionales de los analogos
mas prometedores, se utilizaron las herramientas JPred4 y AlphaFold, respectivamente.
Las predicciones de JPred4 revelaron una marcada tendencia helicoidal en los analogos
disefiados, con altos niveles de confianza en los resultados (Figura 2-3 a). Por su parte,
los modelos 3D generados por AlphaFold mostraron una consistencia significativa,
destacando una estructura mas definida y estable en comparacién con el péptido
original (Figura 2-3 b). En particular, los andlogos presentan un esqueleto helicoidal mas
continuo, mientras que el péptido original muestra un centro menos estructurado, lo
cual representa una mayor fiabilidad en la selecciéon de los analogos. Ademas, para
evaluar la calidad de los modelos generados por AlphaFold, se consideraron dos
métricas claves: el pLDDT (predicted Local Distance Difference Test), que mide la
confianza en la precisién de la estructura local, y el pTM (predicted Template Modeling
score), que evalua la confianza en la prediccién de la estructura global. Entre los
analogos generados, el andlogo 2A3K5A11K13A19K destacd por sus buenos valores en
ambas métricas (pLDDT =90.3 y pTM = 0.195), lo que garantiza una alta precisién tanto
en la estructura local como en la global. Asi mismo, a los andlogos 1G3R6E7K17K21R y
4A11K13A19K también mostraron una consistencia estructural notable, con valores de

pLDDT y pTM que refuerzan la fiabilidad de las predicciones realizadas (Tabla 6-3).
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Figura 1-3: Prediccion de la estructura de
andlogos prometedores. Se presenta la
estructura secundaria predicha por JPred4
(a), donde las hélices se representan
mediante tubos rojos, y la confianza de la
prediccién, estimada por JNETCONF, alcanza
un valor maximo de 9. Por otro lado, los
modelos tridimensionales de los andlogos,
generados con AlphaFold (b), destacan con
un borde morado en el extremo N-terminal
y rojo en el C-terminal, facilitando Ia
visualizacion de sus extremos estructurales.
Realizado por: Silva, 2024.

Tabla 6-3: Variables considerables en alphafold.

Péptido pLDDT pTM
2A3K5A11K13A19K 90,3 0,195
1G3R6E7K17K21R 89,9 0,192
4A11K13A19K 89,2 0,187
4A5A11K13A 88,1 0,190
4A5A 87,1 0,164

Nota: El andlogo 2A3K5A11K13A19K tuvo buenos valores tanto en la estructura local como global
(pLDDT =90.3 y pTM = 0.195), garantizando una mayor precision y confiabilidad.
Realizado por: Silva, 2024

3.6. Acoplamiento molecular

El acoplamiento molecular realizado con AutoDock Vina permitio evaluar la interaccién
entre los andlogos peptidicos derivados de Lineatina-2 y dos tipos de membranas: la
membrana celular bacteriana (PDB: 2W6D) y la membrana Gram positiva. En el caso de

la membrana bacteriana Gram negativa, los péptidos se posicionaron en la superficie
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de la membrana, sin penetrarla (Tabla 7-3). En contraste, con la membrana Gram
positiva, los andlogos se insertaron parcialmente (Tabla 8-3). Los valores de afinidad
obtenidos reflejan la fuerza de interaccidn entre el péptido y la membrana; cuanto mas
negativo es el valor, mas fuerte es la interaccidon. Ademas, las representaciones graficas
de las interacciones (Figura 3-3) muestran claramente las diferencias observadas del

complejo péptido/membrana.

Tabla 7-3: Valores de mayor afinidad energética. Interaccidén péptido-membrana
Gram negativa.

Membrana Estrategia Péptido Valor de afinidad (kcal/mol)
I T 1

Original Lineatina-2 -4,954

1 4A5A11K13A -5,083

1 4A5A7R13A15K -5,014

Membrana celular
bacteriana (PDB: 2 1G3R6E7K17K21R -5,356
2WeD).

2 3R5R6E13A17K21R -5,081

2 1F3R6E7K13A17G21R -5,459

2 1K3R6E7W8R13A17R21R -5,602

Nota: Los valores de afinidad energética mdas negativos se observaron en el analogo
1K3R6E7W8R13A17R21R (-5,602 kcal/mol), lo que indica una interaccion fuerte con la
superficie

de la membrana.

Realizado por: Silva, 2024

Tabla 8-3: Valores de mayor afinidad energética. Interaccion péptido-membrana
Gram positiva.

Membrana Estrategia Péptido Valor de afinidad
(kcal/mol)
T T T T 1
Original Lineatina-2 -6,754
Membrana Gram positiva
Archivo extraido de CHARM 1 4A5A11K13A15K -7,09
GUI
1 4A5A7R13A15K -7,018

Nota: La interaccidén con la membrana Gram positiva mostré que el analogo 4A5A11K13A15K
tuvo mayor afinidad energética (-7,09 kcal/mol), lograron penetrar la membrana.
Realizado por: Silva, 2024

23



1K3R6E7WS8R13A17R21R 4A5A7R13A15K

Figura 2-3: Interaccion de los andlogos peptidicos (rosa) con mayor afinidad energética
con la membrana bacteriana (PDB: 2W6D) y la membrana Gram positiva.

a) Interaccion del andlogo 1K3R6E7W8R13A17R21R (en rosa) con la membrana celular
bacteriana Gram negativa (PDB: 2W6D). Se observa que el péptido permanece en la superficie
de la membrana sin penetrarla, indicando una interaccion superficial y b) Interaccion del
andlogo 4A5A7R13A15K (en rosa) con la membrana Gram positiva. En este caso, se evidencia
que el péptido logra penetrar la membrana, reflejando una interaccién mas profunda.
Realizado por: Silva, 2024.
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CAPITULO IV: INTERPRETACION Y DISCUSION

4.1. Estrategias de disefio

El disefio racional de péptidos antimicrobianos (AMPs) ha emergido como una estrategia
prometedora para superar las limitaciones de los péptidos naturales, como Ia
citotoxicidad y la baja selectividad. A través de la optimizacion de sus propiedades
antimicrobianas, hemoliticas y estructurales, es posible generar analogos con un perfil
mas favorable para aplicaciones terapéuticas. En este sentido, el péptido Lineatina-2 ha
sido usado como modelo para el disefio de nuevos analogos, aprovechando su notable
actividad contra diversos patdgenos y su baja toxicidad hacia células humanas. En este
estudio, se implementaron diversas estrategias de disefio que generaron un total de 230
analogos (Figura 1-3), en la que las modificaciones tanto en la cara hidrofébica como

hidrofilica mantienen o aumentan las probabilidades de actividad.

La primera fase se centrd en el aumento de la cationicidad en la cara polar del péptido,
a través de la sustitucion de aminoacidos neutros por bdsicos, incrementando
significativamente la probabilidad de inhibir el crecimiento microbiano, generando un
total de 96 analogos peptidicos (Anexo B). Durante el cribado, algunos analogos
mostraron mejoras en su actividad antimicrobiana, sin embargo, la mayoria presentd un
alto potencial hemolitico y una pérdida significativa de helicidad, lo que llevd a su
descarte. Este efecto se puede atribuir conjuntamente a la modificacidn exclusiva de la
cara polar del péptido y al aumento desmesurado de la carga catidnica, que tiende a
distorsionar la estructura helicoidal del péptido, limitando su selectividad y efectividad
(Porto et al., 2012; Chen et al., 2005). Por otro lado, las modificaciones realizadas en la
cara no polar del péptido consistieron en sustituir aminoacidos hidrofébicos por otros
menos hidrofébicos, como leucina por alanina, para reducir la hidrofobicidad, y
viceversa, para incrementarla. Este método generd un total de 49 analogos peptidicos
(Anexo C). Durante el cribado, estas sustituciones permitieron mantener el umbral de
actividad antimicrobiana, reducir el potencial hemolitico y preservar la estructura

helicoidal. Como resultado de la primera estrategia, solo 2 andlogos lograron alcanzar
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un equilibrio dptimo entre actividad antimicrobiana, baja hemdlisis y conservacién de la
tendencia helicoidal (Tabla 1-3). Estos hallazgos subrayan la importancia de un disefo
estructural balanceado en ambas caras del péptido, ya que promueve una estructura

anfipatica mas funcional y prometedora. (Takahashi et al., 2010; Yin et al., 2012).

Tal es el caso del estudio realizado por Bermudez en 2021, en el que se destaca el disefio
de nuevos analogos peptidicos de la Cruzioseptina-1 (CZS-1) (Bermudez, 2021). En este
trabajo, se realizaron modificaciones para aumentar su cationicidad y ajustar su
hidrofobicidad, como es el caso de [K4K15]CZS-1, un andlogo con propiedades
antibacterianas, antifungicas y antiproliferativas, ademas de tener un menor efecto
hemolitico en comparacion con CZS-1. Estos resultados resaltan cémo las
modificaciones estructurales pueden influir directamente en la eficacia antimicrobiana

(Bermudez, 2021).

Es por esto que, en la segunda fase, se utilizaron las mismas posiciones de sustitucidon
gue fueron empleadas de manera separada en la cara polar y no polar de la primera
fase, con el objetivo de combinar las modificaciones para optimizar la funcionalidad y
anfipaticidad del péptido. Asi que, se sustituyo alanina para disminuir la hidrofobicidad
y lisina para aumentar la actividad antimicrobiana en ambas caras del péptido (Anexo
D). Este enfoque generd un total de 10 analogos, los cuales fueron sometidos a un
proceso de cribado que evalud la actividad antimicrobiana, el potencial hemolitico y la
estabilidad helicoidal. Como resultado se seleccionaron 6 andlogos peptidicos, siendo
estos los mas prometedores de esta estrategia (Tabla 1-3). Este procedimiento permitié
mejorar la capacidad de seleccion de los analogos, integrando propiedades

complementarias en ambas caras del péptido.

Posteriormente, en la segunda estrategia se realizé el disefio de péptidos penetrantes
en células (CPP), en la cual se enfocé en el equilibrio entre aminoacidos hidrofilicos e
hidrofdbicos que optimizan propiedades claves como la cationicidad, hidrofobicidad y
anfipaticidad, esenciales para potenciar su interaccidon con las membranas celulares y
minimizar efectos adversos (Anexo E). Es por esto, que se sustituyeron estratégicas de

distintos aminodacidos, como la glicina y la alanina, que contribuyeron a conferir
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flexibilidad estructural, mientras que la inclusién de triptéfano y fenilalanina potencié
las interacciones hidrofébicas esenciales con la bicapa lipidica (Copolovici et al., 2014;
Desale et al., 2021; Yakubovitch et al., 2004). Asi mismo, al incorporar acido glutamico
permitid introducir regiones cargadas negativamente en combinacién con aminoacidos
basicos como lisina y arginina, favorecieron un disefo balanceado en ambas caras del
péptido, incrementando la cationicidad y potenciando la atraccidon electrostatica hacia
la membrana bacteriana (De Cena et al., 2022; (Troeira et al.,, 2007). Estas
modificaciones permitieron mantener una estructura helicoidal funcional, lo que es
fundamental para su actividad (Copolovici et al., 2014). De esta manera, se obtuvo un
total de 85 analogos, los cuales fueron sometidos a un proceso de cribado que evalué la
actividad antimicrobiana, el potencial hemolitico y la estabilidad helicoidal. Como
resultado en esta estrategia, se identificaron 4 andlogos prometedores que combinaron
una mayor afinidad hacia las membranas con un perfil selectivo que minimiza la

hemdalisis excesiva (Tabla 1-3).

4.2. Evaluaciodn in silico de péptidos

El proceso de cribado de los 230 andlogos peptidicos generados a través de las dos
estrategias se llevd a cabo utilizando diversas herramientas in silico (Anexo A). Estas
herramientas permitieron optimizar la seleccién al proporcionar una evaluacién integral
de las propiedades de los analogos, garantizando la identificacion de los candidatos mas
prometedores. Este enfoque multifacético no sélo mejord la precision del proceso de
cribado, sino que también aumento la confiabilidad de los resultados al aprovechar la
complementariedad de distintas plataformas computacionales. Segun un estudio de
Ortiz (2019) sobre el disefio de péptidos catidnicos con actividad antimicrobiana, se ha
demostrado que la aplicacidn de diversas herramientas in silico facilita la identificacién
de candidatos mas efectivos y con menor toxicidad (Ortiz Ldpez, 2019). Por esta razén,
la combinacién de estas herramientas en el cribado de péptidos mejora la prediccion de
la estructura y funcién de los péptidos, optimizando su disefio para aplicaciones

terapéuticas (Usmani et al., 2018).
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4.3. Caracterizacion de analogos prometedores

Los 12 andlogos peptidicos en total resultaron ser los mas prometedores del proceso
algoritmico de selecciéon (Figura 1-3). Estas secuencias poseen propiedades
fisicoquimicas idoneas, una buena actividad antimicrobiana y un bajo efecto hemolitico.
En el andlisis secuencial de los analogos, se emplearon los servidores HELIQUEST y
PEPDRAW para verificar pardmetros clave como la carga neta positiva, la hidrofobicidad
y el punto isoeléctrico, atributos fundamentales que influyen en la capacidad de los

péptidos para modular su actividad antibidtica (Zelezetsky & Tossi, 2006).

En comparacion con el péptido original Lineatina-2, que tiene una cationicidad de +4 y
una hidrofobicidad de 0,802, los andlogos disefiados muestran mejoras significativas
(Tabla 2-3). En la fase 1, el analogo 2A4A5A mantiene la misma carga, pero reduce su
hidrofobicidad a 0,612. En la fase 2, los analogos 2A3K5A11K13A19K y 4A5A7R14A15K
presentan una mayor cationicidad de (+6 y +7, respectivamente) y una hidrofobicidad
mas baja de (0,352 y 0,472), lo que resulta un mejor balance entre actividad

antimicrobiana y menor toxicidad (Tabla 4-3 y 5-3).

Finalmente, los andlogos CPPs disefiados, especificamente 3R5R6E13A17K21R vy
1K3R6E7W8R13A17R21R, destacaron por presentar una mayor cationicidad (+8) y una
menor hidrofobicidad (0,352 y 0,435, respectivamente) con respecto al péptido original.
Esta combinacién equilibrada de propiedades contribuyd a una buena prediccion de
CPPs, lo que sugiere que el disefio racional de estos péptidos puede optimizar su

capacidad para penetrar células (Tabla 2-3 y 3-3).

Los andlogos mantienen una cationicidad inferior a +9 en cada proceso, limite
establecido para preservar su especificidad hacia las membranas microbianas y evitar
una mayor afinidad por las células del huésped (Porto et al., 2012). Este limite se
fundamenta en la interaccién electrostatica entre los péptidos antimicrobianos y las
membranas bacterianas, las cuales son predominantemente anidnicas debido a
componentes como dacidos teicoicos en las bacterias Gram positivas y lipopolisacaridos

en las Gram negativas (Melo, Ferre, & Castanho, 2009). Esta carga negativa permite que
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los AMPs catidnicos interactien mediante atracciones electrostaticas, facilitando asi su
accién antimicrobiana (Zasloff, 2002; Huang et al., 2010). Sin embargo, si la cationicidad
del péptido supera +9, puede aumentar la afinidad no solo por las membranas
microbianas, sino también por las células del huésped, lo que puede resultar en efectos
adversos indeseados, como hemdlisis o toxicidad celular (Matsuzaki, 2009). Ademas, un
aumento excesivo de la carga catidnica tiende a deformar la estructura helicoidal del
péptido debido a la repulsidn electrostatica entre los residuos cargados, lo que
desestabiliza su disposicidn estructural y disminuye su actividad (Chen et al., 2005). Asi
mismo, los andlogos prometedores presentan una hidrofobicidad inferior a la de
Lineatina-2. Esta disminucion en la hidrofobicidad se correlaciona con una reduccién en

el efecto hemolitico, lo que resalta su potencial microbiano (Kang et al., 2014).

Para identificar los analogos con mayor potencial de actividad antimicrobiana, se
utilizaron tres herramientas computacionales (Tabla 4-3). CAMPR3 aplica algoritmos de
aprendizaje automatico para predecir la actividad antimicrobiana de nuevos péptidos,
analizando pardmetros como secuencia de aminodacidos, carga eléctrica e hidrofobicidad
(Waghu & Idicula-Thomas, 2019). Se establecié un umbral de seleccién de > 0,980 para
el primer cribado, garantizando que solo los andlogos con alto potencial antibacteriano
fueran considerados. Entre ellos, el andlogo 4A5A obtuvo el puntaje mas bajo aceptable
(0,980), mientras que 1K3R6E7W8R13A17R21R alcanzé el valor mas alto (0,996). Este
riguroso criterio asegura que los péptidos seleccionados compartan caracteristicas con
compuestos antimicrobianos efectivos, minimizando el riesgo de escoger opciones

ineficaces.

Por otro lado, AntiBP3 es una herramienta que predice la actividad antimicrobiana
basandose en las caracteristicas estructurales y bioquimicas de los péptidos, utilizando
algoritmos de aprendizaje automatico y datos experimentales (Bajiya et al., 2024). Para
esta herramienta, se establecié un umbral de > 0,80, permitiendo mayor flexibilidad en
comparacion con CAMPR3. Todos los péptidos disefiados superaron este umbral,
excepto los analogos 2A4A5A11K13A19K y 4A5A11K13A15K, que obtuvieron valores de
0,77 y 0,78, respectivamente. Aunque el umbral es mas bajo, aun se seleccionaron

compuestos con el potencial de ser efectivos, considerando que AntiBP3 también evaltua
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propiedades bioquimicas adicionales que pueden influir en el desarrollo de AMPs.

Finalmente, AMPfun es otra herramienta in silico que predice la actividad
antimicrobiana combinando datos experimentales con algoritmos computacionales,
basandose en las caracteristicas estructurales y funcionales de los péptidos (Pinacho-
Castellanos et al., 2021). Para esta herramienta, se implementé un umbral de > 0,920,
el cual fue superado por la mayoria de los analogos, siendo el andlogo
3R5R6E13A17K21R con el valor mas bajo (0,9246), pero aun dentro del rango

establecido.

Pese a que, algunos analogos prometedores no obtienen el valor maximo de 1 en las
herramientas predictivas, ciertos estudios evidencian que valores cercanos a este
umbral adn pueden reflejar o no una actividad antimicrobiana significativa. Por ejemplo,
en un estudio realizado por Galati y colaboradores en el 2022, disefaron cinco
fragmentos de un péptido antimicrobiano utilizando herramientas in silico. Sin embargo,
ninguno de estos fragmentos mostré actividad antimicrobiana contra Escherichia coli,
Staphylococcus aureus o Candida albicans en ensayos in vitro, a pesar de que las
herramientas computacionales sugerian un potencial antimicrobiano (Galati, 2022). De
manera similar, en una investigacién de Chingaté Ldpez, se disefiaron andlogos de
péptidos antimicrobianos utilizando herramientas bioinformaticas, estos analogos
mostraron una mejor estructura helicoidal y actividad antibacteriana en comparacién
con las secuencias nativas derivadas. Pese a ello, los ensayos in vitro revelaron que la
actividad antimicrobiana de los analogos no coincidia con las predicciones
computacionales (Chingaté Lopez, 2012). Por lo tanto, se destacan la importancia de
validar las predicciones in silico mediante ensayos experimentales, ya que las
herramientas computacionales, aunque utiles, no siempre reflejan con precisién la

actividad bioldgica real de los compuestos disefiados.

De la misma manera, se emplearon dos herramientas in silico para evaluar el potencial
hemolitico de los andlogos (Anexo A). HAPPENN, basado en redes neuronales, predice
la hemodlisis al analizar caracteristicas estructurales y propiedades fisicoquimicas de

péptidos conocidos (Timmons & Hewage, 2020). De modo que, se establecié un umbral
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de < 0,500 para el segundo proceso de cribado, en la que todos los analogos
prometedores obtuvieron valores bajos de hemolisis, destacando al andlogo
2A4A5A11K13A19K (0,006) (Tabla 5-3). De esta forma, se descartaron aquellos andlogos
que tenian un umbral superior, ya que podrian causar dafio a membranas de los glébulos
rojos (Raza & Arshad, 2020). Por ejemplo, el péptido lineatina-2, que presentd un valor
predictivo de 0,978 segin HAPPENN y en ensayos experimentales, mostré un efecto
hemolitico (3%) en la concentracién que presenta CMI y CMB, en contra de E. coliy S.
aureus (Yambay, 2022). Ademads, DBAASP corrobord los resultados predichos por
HAPPENN, clasificando los analogos prometedores como “no activos” contra eritrocitos,
validando su potencial terapéutico (Pirtskhalava et al., 2021). Estos resultados coinciden
con estudios previos como el de Bea y colaboradores en el 2017, que demostraron que
la reduccién de la hidrofobicidad disminuye la toxicidad sin afectar la actividad
antimicrobiana (De la Salud Bea et al., 2017). Por lo tanto, la Tabla 4-3 y 5-3 demuestran
que los andlogos prometedores, ademas de tener una buena actividad antimicrobiana,
también exhiben valores bajos de hemélisis al corroborarlos con varias herramientas in

silico.

Con respecto a los anadlogos penetrantes en células, se utilizé el servidor CellPPD, el cual
emplea multiples caracteristicas derivadas de la base de datos CPPsite y un algoritmo de
clasificacién basado en maquinas de soporte vectorial (SVM) para la prediccién de
péptidos penetrantes en células (Gautam et al.,, 2013; Gautam et al., 2015). Como
resultado, se observa que los valores de prediccion de actividad CPPs varian
significativamente entre los diferentes péptidos disefiados (Tabla 3-3). De los 12
analogos generados, aquellos pertenecientes a la estrategia 2 presentaron los valores
mas altos de actividad CPPs, destacando a 1G3R6E7K7K12R y 1K3R6E7W8R13A17R21R,
ambos con un valor de 0,34, clasificados como CPPs efectivos. Estos resultados estan en
concordancia con el enfoque de disefio presentado por Sharma et al. (2022), donde se
resalta la importancia de optimizar propiedades fisicoquimicas como la carga positiva y
el contenido de residuos Arg, Lys, Trp, Leu y Ala para mejorar la capacidad de

penetracién celular (Gautam et al., 2013; Souza et al., 2020; Desale et al., 2021).

Por otro lado, para evaluar la tendencia helicoidal de los andlogos, se utilizé el servidor
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PRABI, estableciendo un umbral > al 50%, para el tercer proceso de cribado. Como
resultado de este cribado, solo 12 andlogos cumplieron con este criterio, lo que los
identifica como los mas prometedores (Tabla 2-3). Debido a que, una buena helicidad
en los péptidos antimicrobianos permiten aumentar la actividad y mejora la capacidad
del péptido para insertarse en la bicapa lipidica, los que favorece la formacién de poros
y permite la destruccién de la membrana bacteriana (CNRS-UCBL, 2021; Bahar & Ren,
2013).

Finalmente, se complementé la prediccion tanto de la estructura secundaria con el uso
del servidor JPred4 que emplea un algoritmo basado en multiples alineamientos,
generando un modelo de la estructura secundaria, indicando regiones helicoidales
(Drozdetskiy et al., 2015). Esta herramienta permitié corroborar la estructura secundaria
de los 12 analogos predicha antes por PRABI. De los cuales, la mayoria de los analogos
mostraron predicciones consistentes con una buena formacién helicoidal, lo que
refuerza su potencial antimicrobiano. Sin embargo, los andlogos 4A5A, 2A4A5A vy
4A5A7R14A15K no cumplieron completamente con las expectativas en sus proyecciones
helicoidales, lo que podria limitar su capacidad de interaccién eficiente con las
membranas bacterianas. En contraste, los demas andlogos presentaron estructuras
secundarias favorables, alineadas con el criterio helicoidal esperado, destacando su

prometedor disefio para futuras evaluaciones experimentales (Figura 2-3 a).

Asi mismo, se utilizd AlphaFold, una herramienta basada en inteligencia artificial
desarrollada para la prediccidn de estructuras secundarias tridimensionales de péptidos
con alta precision. Su algoritmo utiliza redes neuronales profundas y un enfoque de
modelado comparativo, incorporando informacion evolutiva, secuencias homaélogas y
datos experimentales disponibles para predecir estructuras con gran confiabilidad
(Nussinov et al., 2022). Por lo cual se evaluaron los 12 andlogos disefiados, obteniendo
conformaciones helicoidales mejor definidas que las del péptido original (Figura 2-3 b).
Este resultado refuerza la idea de que los analogos tienen una mayor estabilidad
estructural y un disefio optimizado, lo que podria traducirse en un mejor desempefio en

su actividad antimicrobiana y menor toxicidad.
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4.4. Acoplamiento molecular

La interaccion de los péptidos antimicrobianos (AMPs) con las membranas bacterianas
es fundamental para entender su mecanismo de accién. La afinidad y la capacidad de
estos péptidos para insertarse en las membranas determinan tanto su eficacia como su
especificidad antimicrobiana (Fabrega et al., 2016). Es por esto, que se realizd el
acoplamiento molecular utilizando la herramienta Mgltools junto con el software
Autodock Vina, ya que permite simular la interaccion directa de los péptidos con las
membranas bacterianas u otros componentes bioldgicos, a través de su algoritmo
basado en el calculo de energias de afinidad (Bechinger & Gorr, 2017). Esta herramienta

ha sido utilizada en diferentes investigaciones de los AMPs (Rentzsch & Renard, 2015).

Los resultados obtenidos del acoplamiento molecular, entre los 12 analogos
prometedores y dos tipos de membranas: la membrana celular bacteriana (PDB: 2W6D)
y la membrana Gram positiva, son significativos (Anexo F). En el caso de la membrana
bacteriana, se destacaron los analogos que obtuvieron valores de afinidad energética
mas negativos, especialmente el analogo 1K3R6E7W8R13A17R21R, con -5,602 kcal/mol
(Tabla 7-3). Sin embargo, las simulaciones mostraron que la interaccién de los analogos
ocurrié mayormente en la superficie de la bicapa lipidica de la membrana bacteriana,
sin insertarse (Figura 3-3 a). Esto puede deberse a la composicién lipidica, que refleja
una posible similitud con membranas Gram negativas, como las de E. coli, donde la
interaccion del péptido con este tipo de membrana dificulta su insercién debido a que
presenta una capa externa compleja, como los lipopolisacaridos (LPS), que aumentan la
carga neta negativa hacia la membrana externa (Andreev et al., 2018; Sanchez et al.,

2016).

Resultados semejantes fueron expuestos en la investigacion realizada por Zasloff (2002),
en la que sugiere que los péptidos antimicrobianos, como las defensinas, muestran una
mayor afinidad por las membranas Gram positivas en comparacion con las Gram
negativas. Esto se atribuye a la estructura mas simple de las membranas Gram positivas,
que carecen de la compleja capa externa de lipopolisacaridos (LPS) que caracteriza a las

Gram negativas (Zasloff, 2002). De manera similar, el estudio de Mahlapuu et al. (2016)
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describe como los péptidos antimicrobianos disefiados pueden desestabilizar la
membrana bacteriana sin necesidad de una insercidon profunda, un comportamiento
gue podria estar relacionado con el mecanismo de "alfombra". Este mecanismo implica
la formacién de una capa superficial sobre la membrana, lo que altera su estructura
lipidica, aumenta la permeabilidad y provoca la disrupcidon de la membrana, todo lo cual

minimiza los efectos secundarios sobre las células humanas. (Mahlapuu et al., 2016).

Por otro lado, también se realizd el acoplamiento molecular entre los 12 analogos
disefiados y la membrana Gram positiva (Anexo F), en la que se observa la insercién de
los analogos en la membrana bacteriana positiva, dilucidando asi, su mecanismo
membranolitico (Figura 3-3 b). Destacando a los andlogos 4A5A11K13A15K vy
4A5A7R13A15K ambos de la segunda estrategia, con valores de afinidad energética de -
7,09 kcal/mol y -7,018, respectivamente, superando a Lineatina-2 (-6,754 kcal/mol)
(Tabla 8-3). Sin embargo, los demds andlogos presentaron valores que indican una
afinidad inferior en comparacién con el péptido original. De manera que los andlogos
peptidicos comparten caracteristicas estructurales e hidrofdbicas con otros péptidos
antimicrobianos estudiados. Estas caracteristicas son importantes en el mecanismo de
accion, dado que, la membrana celular es el principal objetivo de los péptidos catidnicos
(Hancock & Diamond, 2000). Por ejemplo, en las bacterias Gram positivas, su membrana
no tiene capa externa o LPS, pero su estructura superficial estd formada por
peptidoglucano que es rico en acidos teicoicos, cargados negativamente, por lo tanto,
favorecen la carga negativa de la pared celular y la interaccidon con péptidos catidnicos

(Sitaram & Nagaraj, 1999; Téllez & Castafio, 2010).

Los analogos disefiados en este estudio muestran una actividad antimicrobiana efectiva,
sin inducir hemodlisis. Sin embargo, para confirmar realmente que estos andlogos
peptidicos desestabilizan la membrana bacteriana, seria necesario llevar a cabo
investigaciones adicionales. Por ejemplo, simulaciones de dindmica molecular que
podrian proporcionar una comprension mas detallada del mecanismo de accién,
permitiendo analizar en profundidad la interaccién especifica de los péptidos con las
membranas bacterianas. Esto podria integrarse para conocer la interaccion real de los

péptidos en términos de tiempo y energia de minimizacion.
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CAPITULO V: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

El disefio racional de nuevos agentes antimicrobianos tiene el potencial de superar los
desafios asociados con estas moléculas en su desarrollo como medicamentos, tales
como la baja actividad y la alta toxicidad. Asi mismo, este enfoque no solo permite
descartar compuestos con propiedades no deseadas, sino que también ofrece
soluciones innovadoras para abordar la creciente escasez de tratamientos efectivos
contra infecciones causadas por una amplia variedad de bacterias. En este estudio, se
disefiaron 230 analogos del péptido lineatina-2, mediante dos estrategias de
modificacidon con el objetivo de incrementar la actividad antimicrobiana y reducir el
efecto hemolitico utilizando herramientas bioinformaticas. A través de un proceso de
cribado se identificaron 12 andlogos prometedores con propiedades fisicoquimicas
claves, incluyendo un incremento en la carga neta (+4 a +8), una reduccién en la
hidrofobicidad (0.802 a 0.352) y una mayor propension a formar estructuras a-hélice.
Estas caracteristicas demostraron ser fundamentales para potenciar la actividad
antimicrobiana y, al mismo tiempo, minimizar el efecto hemolitico. Ademas, los 12
analogos seleccionados fueron evaluados mediante interacciones con membranas
bacterianas, lo que permitié identificar al andlogo 1K3R6E7W8R13A17R21R con una
interaccion de -5,602 kcal/mol en la superficie de la membrana Gram negativa, mientras
que el andlogo 4A5A11K13A15K con una mayor afinidad energética de -7,09 kcal/mol,
mostroé la capacidad para penetrar la membrana Gram positiva. Este estudio in silico ha
demostrado la viabilidad de disefiar analogos peptidicos con un potencial
antimicrobiano significativo y un bajo efecto hemolitico. Los resultados obtenidos no
solo respaldan la eficacia de los analogos disefados frente al péptido original, sino que
también proporcionan una base solida para futuras investigaciones experimentales. Se
recomienda realizar ensayos complementarios, como pruebas de concentracién minima
inhibitoria (CMI) y estudios de citotoxicidad, para validar estos hallazgos. Al igual, es
importante realizar simulaciones de dinamica molecular a mayor escala, considerando
tiempos de simulacion extendidos y sistemas mas complejos que incluyan multiples
péptidos interactuando simultdneamente con la membrana. Aunque esto implica un
mayor costo computacional, pero permitiria comprender mejor su comportamiento en

entornos bioldgicos y posibles mecanismos de accién.
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ANEXOS

Anexo A: Herramientas in silico

secundaria en
3D

Categoria Herramientas Algoritmo ¢ Porcentaje | Especificida | Sensibilidad
in silico de d
precision
Propiedades PepDraw Algoritmo 100% Alta Alta
Fisicoquimicas deterministico (calculado)
basado en
féormulas
bioquimicas
HeliQuest Reglas de hélice 100% Alta Alta
anfipatica (calculado)
Actividad CAMPR3 SVM, RF, LDA 89.3% Alta Alta
antimicrobiana
AntiBP3 SVM, ANN 85.5% Moderada Alta
AMPfun SVM, ANN 87% Moderada Alta
Hemodlisis DBAASP ANN, RF 91% Alta Alta
HAPPENN SVM, ANN, RF 85.66% Alta Alta
Prediccion de CellPPD SVM 90% Alta Alta
péptidos CPP
Porcentaje de PRABI ANN 90% Alta Alta
helicidad
Estructura Jpred4 ANN 82% Alta Alta
secundaria
Estructura AlphaFold DL 90% Alta Alta

@ Support Vector Machines (SVM), Random Forest (RF) y Discriminante Lineal (LDA), Artificial Neural
Network (ANN), Deep Learning (Redes Neuronales Profundas).




Biblioteca de analogos
Estrategia 1
Cara Polar
Anexo B: Andlogos generados aumentando la cationicidad.

Aumento de la cationicidad

N° Nombre Secuencia AB AH ¢/ | HDf
C3% | BP? | FN¢ | HAPNY | DBAP®
0 Lineatina-2 ILPLLITAAKVIPKIHSFFKNL |{0.973| 0.81 [0.9257| A/0.64 0.978 3 0.802
1 T7K ILPLLIKAAKVIPKIHSFFKNL [0.977| 0.9 |0.9486| A/0.55 0.949 4 0.745
2 S17K ILPLLITAAKVIPKIHKFFKNL [0.984| 0.84 |0.9457| A/0.67 0.981 4 0.759
3 N21K ILPLLITAAKVIPKIHSFFKKL |0.983| 0.88 [0.9591| A/0.68 0.972 4 0.784
4 T7K/S17K ILPLLIKAAKVIPKIHKFFKNL |[0.984| 0.92 | 0.957 | A/0.58 0.958 5 0.702
5 T7K/N21K ILPLLIKAAKVIPKIHSFFKKL |{0.985| 0.94 [0.9661| A/0.59 0.936 5 0.727
6 S17K/N21K ILPLLITAAKVIPKIHKFFKKL |0.990| 0.91 {0.9591| A/0.65 0.960 5 0.741
7 T7K/S17K/N21K ILPLLIKAAKVIPKIHKFFKKL [0.990| 0.95 |0.9661| A/0.62 0.920 6 0.684
8 T7R ILPLLIRAAKVIPKIHSFFKNL [0.957 | 0.85 [0.9379| A/0.63 0.928 4 0.744
9 S17R ILPLLITAAKVIPKIHRFFKNL |0.963| 0.83 | 0.95 A/0.69 0.976 4 0.758
10 N21R ILPLLITAAKVIPKIHSFFKRL [0.955| 0.84 |0.9551| A/0.71 0.975 4 0.783
11 T7R/S17R ILPLLIRAAKVIPKIHRFFKNL |0.967 | 0.87 |0.9603| A/0.61 0.935 5 0.700
12 T7R/N21R ILPLLIRAAKVIPKIHSFFKRL |0.954 | 0.88 [0.9554| A/0.57 0.932 5 0.725
13 S17R/N21R ILPLLITAAKVIPKIHRFFKRL |0.956| 0.86 [0.9591| A/0.64 0.957 5 0.739
14 T7R/S17R/N21R ILPLLIRAAKVIPKIHRFFKRL |0.976| 0.89 |0.9694| A/0.53 0.887 6 0.681
15 T7H ILPLLIHAAKVIPKIHSFFKNL |0.957 | 0.85 | 0.937 | NoA/0.52 | 0.905 3 0.796
16 S17H ILPLLITAAKVIPKIHHFFKNL |0.963| 0.81 |0.9507| A/0.65 0.984 3 0.810
17 N21H ILPLLITAAKVIPKIHSFFKHL |0.972| 0.82 | 0.966 | A/0.64 0.946 3 0.835
18 T7H/S17H ILPLLIHAAKVIPKIHHFFKNL [0.945| 0.86 |0.9586| A/0.54 0.939 3 0.804
19 T7H/N21H ILPLLIHAAKVIPKIHSFFKHL |0.955| 0.87 |0.9697| A/0.52 0.775 3 0.829
20 S17H/N21H ILPLLITAAKVIPKIHHFFKHL |0.964 | 0.83 |0.9677| A/0.69 0.957 3 0.843
21 T7H/S17H/N21H ILPLLIHAAKVIPKIHHFFKHL [0.946| 0.87 |0.9747| A/0.52 0.839 3 0.837
22 T7K/S17R ILPLLIKAAKVIPKIHRFFKNL |{0.975| 0.91 | 0.957 | A/0.61 0.950 5 0.701
23 T7K/N21R ILPLLIKAAKVIPKIHSFFKRL |0.971| 0.92 |0.9621| A/0.59 0.947 5 0.726
24 S17K/N21R ILPLLITAAKVIPKIHKFFKRL [0.977| 0.87 |0.9591| A/0.68 0.963 5 0.740
25 T7K/S17R/N21R ILPLLIKAAKVIPKIHRFFKRL [0.979| 0.92 [0.9661| A/0.54 0.914 6 0.682
26 T7R/S17K ILPLLIRAAKVIPKIHKFFKNL |0.975| 0.88 |0.9603| A/0.62 0.940 5 0.701
27 T7R/N21K ILPLLIRAAKVIPKIHSFFKKL |{0.971| 0.91 |0.9554| A/0.6 0.933 5 0.726




28 S17R/N21K ILPLLITAAKVIPKIHRFFKKL |0.977 | 0.89 |0.9591| A/0.68 0.963 0.740
29 T7R/S17K/N21K ILPLLIRAAKVIPKIHKFFKKL {0.984| 0.93 |0.9694| A/0.59 0.915 0.683
30 T7R/S17H/N21K ILPLLIRAAKVIPKIHHFFKKL |0.966| 0.91 |0.9644| A/0.64 0.957 0.734
31 T7K/S17H ILPLLIKAAKVIPKIHHFFKNL |0.969| 0.9 |0.9736| A/0.54 0.967 0.753
32 T7K/N21H ILPLLIKAAKVIPKIHSFFKHL |0.973| 0.91 |0.9755| A/0.53 0.883 0.778
33 S17K/N21H ILPLLITAAKVIPKIHKFFKHL |0.982| 0.85 | 0.976 | A/0.65 0.949 0.792
34 T7K/S17H/N21H ILPLLIKAAKVIPKIHHFFKHL |{0.966 | 0.91 |0.9805| A/0.55 0.916 0.786
35 T7H/S17K/N21R ILPLLIHAAKVIPKIHKFFKRL [0.967 | 0.9 [0.9607| A/0.62 0.863 0.734
36 T7R/S17R/N21K ILPLLIRAAKVIPKIHRFFKKL |0.979| 0.92 [0.9694| A/0.57 0.906 0.682
37 T7R/S17H ILPLLIRAAKVIPKIHHFFKNL |0.946| 0.86 |0.9669| A/0.61 0.953 0.752
38 T7R/N21H ILPLLIRAAKVIPKIHSFFKHL |0.949| 0.86 0.9648| A/0.64 0.876 0.777
39 S17R/N21H ILPLLITAAKVIPKIHRFFKHL |0.959| 0.84 | 0.976 | A/0.68 0.953 0.791
40 T7R/S17H/N21H ILPLLIRAAKVIPKIHHFFKHL |0.939 | 0.87 |0.9738| A/0.59 0.909 0.785
41 11K KLPLLITAAKVIPKIHSFFKNL [0.920| 0.78 |0.9213 | NoA/0.54 | 0.912 0.675
42 L2K IKPLLITAAKVIPKIHSFFKNL [0.949| 0.79 |0.9123| A/0.59 0.840 0.680
43 L4K ILPKLITAAKVIPKIHSFFKNL [0.965| 0.83 [0.9416| A/0.55 0.899 0.680
44 L5K ILPLKITAAKVIPKIHSFFKNL [0.967 | 0.86 [0.9373| A/0.56 0.91 0.680
45 16K ILPLLKTAAKVIPKIHSFFKNL [0.971| 0.82 [0.9306| A/0.64 0.742 0.675
46 V11K ILPLLITAAKKIPKIHSFFKNL |0.982| 0.81 |0.9387| A/0.54 0.869 0.701
a7 112K ILPLLITAAKVKPKIHSFFKNL {0.968 | 0.81 [0.9387| NoA/0.5 | 0.781 0.675
48 115K ILPLLITAAKVIPKKHSFFKNL [0.981| 0.81 [0.9448| NoA/0.52 | 0.888 0.675
49 F18K ILPLLITAAKVIPKIHSKFKNL |0.978| 0.87 | 0.952 | A/0.64 0.651 0.675
50 F19K ILPLLITAAKVIPKIHSFKKNL |0.983| 0.9 | 0.942 | A/0.51 0.929 0.675
51 L22K ILPLLITAAKVIPKIHSFFKNK [0.965| 0.83 [0.9287| A/0.66 0.953 0.68
52 I1R RLPLLITAAKVIPKIHSFFKNL |0.896| 0.77 |0.9236| A/0.53 0.884 0.674
53 L2R IRPLLITAAKVIPKIHSFFKNL [0.921| 0.72 [0.9191| A/0.64 0.88 0.679
54 L4R ILPRLITAAKVIPKIHSFFKNL [0.940| 0.84 |0.9416| A/0.57 0.845 0.679
55 L5R ILPLRITAAKVIPKIHSFFKNL [0.941| 0.8 [0.9476| A/0.57 0.901 0.679
56 I6R ILPLLRTAAKVIPKIHSFFKNL [0.945| 0.77 |0.9376| A/0.66 0.843 0.674
57 V11R ILPLLITAAKRIPKIHSFFKNL |0.958 | 0.81 |0.9347| A/0.57 0.85 0.700
58 112R ILPLLITAAKVRPKIHSFFKNL |0.915| 0.81 | 0.928 | A/0.53 0.831 0.674
59 I15R ILPLLITAAKVIPKRHSFFKNL [0.953 | 0.75 |0.9208| A/0.51 0.873 0.674




60 F18R ILPLLITAAKVIPKIHSRFKNL [0.946| 0.85 | 0.936 | A/0.67 0.681 0.675
61 F19R ILPLLITAAKVIPKIHSFRKNL [0.959| 0.87 | 0.928 | A/0.55 0.923 0.675
62 L22R ILPLLITAAKVIPKIHSFFKNR |0.914| 0.81 |0.9247| A/0.67 0.88 0.679
63 I1H HLPLLITAAKVIPKIHSFFKNL |0.831| 0.67 | 0.919 | NoA/0.56 | 0.828 0.726
64 L2H IHPLLITAAKVIPKIHSFFKNL |{0.933 | 0.64 |0.9212| A/0.61 0.72 0.730
65 L4H ILPHLITAAKVIPKIHSFFKNL |{0.943 | 0.78 |0.9348| NoA/0.54 | 0.693 0.730
66 L5H ILPLHITAAKVIPKIHSFFKNL |{0.945| 0.72 |0.9448| NoA/0.55 | 0.342 0.730
67 I6H ILPLLHTAAKVIPKIHSFFKNL |0.945| 0.77 |0.9323| A/0.57 0.731 0.726
68 V11H ILPLLITAAKHIPKIHSFFKNL |0.965| 0.81 [0.9487| A/0.57 0.979 0.752
69 112H ILPLLITAAKVHPKIHSFFKNL | 0.957 | 0.81 |0.9387| NoA /0.5 0.92 0.726
70 I115H ILPLLITAAKVIPKHHSFFKNL |0.959 | 0.7 |0.9548| NoA/0.53 | 0.737 0.726
71 F18H ILPLLITAAKVIPKIHSHFKNL [0.964| 0.79 | 0.952 | A/0.65 0.784 0.726
72 F19H ILPLLITAAKVIPKIHSFHKNL [0.966| 0.83 | 0.942 | A/0.55 0.905 0.726
73 L22H ILPLLITAAKVIPKIHSFFKNH |0.963 | 0.82 |0.9235| A/0.65 0.925 0.730
74 11K/L2K KKPLLITAAKVIPKIHSFFKNL |0.788 | 0.76 |0.9575| NoA/0.69 | 0.244 0.553
75 LAK/L5K ILPKKITAAKVIPKIHSFFKNL |0.962 | 0.88 |0.9391|NoA/0.78| 0.123 0.557
76 16K/V11K ILPLLKTAAKKIPKIHSFFKNL [0.975| 0.82 [0.9363 | NoA/0.55 | 0.094 0.575
77 112K/115K ILPLLITAAKVKPKKHSFFKNL |0.977 | 0.81 |0.9487| NoA/0.73 | 0.303 0.548
78 F18K/F19K/L22K ILPLLITAAKVIPKIHSKKKNK [0.978| 0.95 [0.9407| NoA/0.7 | 0.276 0.427
79 I1R/L2R RRPLLITAAKVIPKIHSFFKNL {0.771| 0.7 | 0.96 |NoA/0.73| 0.480 0.551
80 L4R/L5R ILPRRITAAKVIPKIHSFFKNL [0.911| 0.83 |0.9416| NoA/0.59 | 0.152 0.555
81 I6R/V11R ILPLLRTAAKRIPKIHSFFKNL [0.925| 0.77 | 0.939 | NoA/0.65| 0.214 0.573
82 I112R/115R ILPLLITAAKVRPKRHSFFKNL | 0.866 | 0.75 | 0.928 | NoA/0.57 | 0.382 0.546
83 F18R/F19R/L22R ILPLLITAAKVIPKIHSRRKNR [0.826| 0.91 [0.9313| A/0.51 0.445 0.424
84 I1H/L2H HHPLLITAAKVIPKIHSFFKNL | 0.562 | 0.47 |0.9305| NoA/0.57 | 0.179 0.655
85 LAH/LS5H ILPHHITAAKVIPKIHSFFKNL |0.912 | 0.69 |0.9491| NoA/0.61 | 0.067 0.659
86 I6H/V11H ILPLLHTAAKHIPKIHSFFKNL {0.921| 0.77 |0.9462| A/0.59 0.745 0.676
87 112H/115H ILPLLITAAKVHPKHHSFFKNL [0.927 | 0.7 [0.9587 | NoA/0.53 | 0.472 0.650
88 F18H/F19H/L22H ILPLLITAAKVIPKIHSHHKNH |0.922 | 0.84 |0.9533| NoA/0.72 | 0.344 0.580
89 | I11K/L2K/V11R/I12H | KKPLLITAAKRHPKIHSFFKNL |0.781| 0.76 |0.9755| NoA/0.94 | 0.013 0.375
90 | L4R/L5R/H16R/L22K | ILPRRITAAKVIPKIRSFFKNK |0.855| 0.9 |0.9387| NoA/0.92 | 0.058 0.381
91 V11K/115K ILPLLITAAKKIPKKHSFFKNL [0.985| 0.81 [0.9487 | NoA/0.66 | 0.628 0.575




92 V11K/F19K ILPLLITAAKKIPKIHSFKKNL [0.986| 0.90 | 0.955 | NoA/0.64 | 0.429 5 0.575
93 115K/F19K ILPLLITAAKVIPKKHSFKKNL [0.984 | 0.89 |0.9511| NoA/0.69 | 0.574 5 0.549
94 115K/F18K ILPLLITAAKVIPKKHSKFKNL [0.981| 0.88 |0.9611| NoA/0.67 | 0.214 5 0.549
95 V11K/115K/F19K ILPLLITAAKKIPKKHSFKKNL |0.985| 0.89 | 0.955 | NoA/0.78 | 0.232 6 0.448
96 | P3K/V11K/I15K/F19K | ILKLLITAAKKIPKKHSFKKNL |0.984| 0.93 | 0.955 | NoA/0.80 | 0.628 7 0.37
Probabilidad de ser antimicrobiano (AB) generada por:
2CAMPR3
bAntiBP3
CAMPfun
Probabilidad de inducir hemdlisis (HM) producida por:
4 HAPPENN
¢ DBAASP
fCarga (C) e hidrofobicidad (HD) obtenidas en HeliQuest.
Cara No Polar
Anexo C: Analogos generados por modulacién de hidrofobicidad
Modulacién de la hidrofobicidad
AB AH
N° Nombre Secuencia cf| HDS
C3%| BPP| FN¢| HAPN®| DBAP®
0 Lineatina-2 ILPLLITAAKVIPKIHSFFKNL | 0.973 | 0.81 [0.9257 0.978 A/0.64 3 0.802
1 L2A IAPLLITAAKVIPKIHSFFKNL | 0.977 | 0.64 [0.9312 0.948 A/0.63 3 0.739
2 L4A ILPALITAAKVIPKIHSFFKNL | 0.977 | 0.75 [0.9298 0.942 NoA/0.51| 3 0.739
3 L5A ILPLAITAAKVIPKIHSFFKNL | 0.977 | 0.83 [0.9356 0.845 NoA/0.51| 3 0.739
4 L22A ILPLLITAAKVIPKIHSFFKNA | 0.977 | 0.76 |0.9148 0.925 A/0.64 3 0.739
5 L2A/L22A IAPLLITAAKVIPKIHSFFKNA | 0.980 | 0.58 |0.9193 0.817 A/0.63 3 0.675
6 L4A/L5A ILPAAITAAKVIPKIHSFFKNL | 0.980 | 0.77 |0.9341 0.250 NoA/0.58 | 3 0.675
7 L2A/L5A/L22A | IAPLAITAAKVIPKIHSFFKNA | 0.982 | 0.65 |0.9178 0.186 A/0.51 3 0.612
8 I11A ALPLLITAAKVIPKIHSFFKNL | 0.974 | 0.72 |0.9446 0.966 A/0.61 3 0.734
9 I6A ILPLLATAAKVIPKIHSFFKNL | 0.975 | 0.78 [0.9168 0.936 NoA/0.5 3 0.734
10 V11A ILPLLITAAKAIPKIHSFFKNL | 0.979 | 0.81 |0.9387 0.969 A/0.64 3 0.760
11 112A ILPLLITAAKVAPKIHSFFKNL | 0.975 | 0.81 {0.9287 0.955 A/0.64 3 0.734
12 115A ILPLLITAAKVIPKAHSFFKNL | 0.975 | 0.74 {0.9348 0.972 A/0.65 3 0.734
13 11A/16A ALPLLATAAKVIPKIHSFFKNL | 0.975 | 0.68 |0.9395 0.897 NoA/0.57 | 3 0.666
14 112A/115A ILPLLITAAKVAPKAHSFFKNL | 0.975 | 0.74 |0.9387 0.938 A/0.6 3 0.666




ALPLLITAAKVAPKAHSFFKN

15 11A/112A/115A L 0.974 | 0.64 |0.9417| 0.906 NoA/0.53 0.599
16 12S/1L22S ISPLLITAAKVIPKIHSFFKNS | 0.967 | 0.57 |0.8947| 0.571 A/0.68 0.644
17 LAT/115T ILPTLITAAKVIPKTHSFFKNL | 0.957 | 0.67 |0.9273| 0.211 NoA/0.69 0.666
18 L5S/112T ILPLSITAAKVTPKIHSFFKNL | 0.957 | 0.75 |0.9612 0.55 NoA/0.72 0.653
19 11S/14Q SLPQLITAAKVIPKIHSFFKNL | 0.902 | 0.49 [0.9329| 0.539 NoA/0.64 0.631
20 | L2S/V11T/F19Q | ISPLLITAAKTIPKIHSFQKNL | 0.941 | 0.59 |0.9311| 0.136 NoA/0.53 0.588
21 L2A/L4A IAPALITAAKVIPKIHSFFKNL | 0.980 | 0.56 [0.9188| 0.681 NoA/0.59 0.675
22 L2A/L5A IAPLAITAAKVIPKIHSFFKNL | 0.980 | 0.71 |0.9363| 0.531 NoA/0.57 0.675
23 L4A/L22A ILPALITAAKVIPKIHSFFKNA | 0.980 | 0.7 [0.9243| 0.814 |NoA/0.54 0.675
24 L5A/L22A ILPLAITAAKVIPKIHSFFKNA | 0.980 | 0.79 |0.9169| 0.569 NoA/0.52 0.675
25 L2A/LAA/L5A | IAPAAITAAKVIPKIHSFFKNL | 0.982 | 0.61 |0.9233| 0.034 |NoA/0.57 0.612
26 L2A/L4A/L22A | IAPALITAAKVIPKIHSFFKNA | 0.982 | 0.51 [0.9135| 0.285 NoA/0.5 0.612
27 L4A/LS5A/L22A | ILPAAITAAKVIPKIHSFFKNA | 0.982 | 0.72 |0.9198 0.1 A/0.51 0.612
28 L2A/L4A£L5A/L22 IAPAAITAAKVIPKIHSFFKNA | 0.982 | 0.56 |0.9237| 0.017 A/0.53 0.549
29 | 11A/V11A/L22A | ALPLLITAAKAIPKIHSFFKNA | 0.980 | 0.66 |0.9304| 0.845 A/0.56 0.630
30 A8L ILPLLITLAKVIPKIHSFFKNL | 0.967 | 0.83 |0.9115| 0.989 A/0.7 0.865
31 ASL ILPLLITALKVIPKIHSFFKNL | 0.967 | 0.81 |0.9257| 0.985 A/0.69 0.865
32 AB8L/AIL ILPLLITLLKVIPKIHSFFKNL | 0.957 | 0.83 |0.9162| 0.993 A/0.71 0.928
33 S17F ILPLLITAAKVIPKIHFFFKNL | 0.968 | 0.81 [0.9407| 0.989 A/0.61 0.885
34 S17v ILPLLITAAKVIPKIHVFFKNL | 0.969 | 0.79 |0.9457 0.98 A/0.57 0.859
35 S17L ILPLLITAAKVIPKIHLFFKNL | 0.971 | 0.8 |0.9457| 0.986 A/0.58 0.881
36 S171 ILPLLITAAKVIPKIHIFFKNL | 0.972 | 0.79 |0.9457| 0.984 A/0.57 0.885
37 T71 ILPLLIHAAKVIPKIHSFFKNL | 0.974 | 0.85 |0.9181| 0.986 A/0.73 0.872
38 T7V ILPLLIVAAKVIPKIHSFFKNL | 0.972 | 0.85 | 0.917 0.984 A/0.74 0.845
39 T7L ILPLLILAAKVIPKIHSFFKNL | 0.973 | 0.86 | 0.912 0.977 A/0.73 0.867
40 T7F ILPLLIFAAKVIPKIHSFFKNL | 0.962 | 0.83 | 0.937 0.988 A/0.73 0.871
41 N21V ILPLLITAAKVIPKIHSFFKVL | 0.974 | 0.76 | 0.956 0.988 NoA/0.52 0.885
42 N21F ILPLLITAAKVIPKIHSFFKFL | 0.974 | 0.77 | 0.966 0.989 A/0.52 0.910
43 N21L ILPLLITAAKVIPKIHSFFKLL | 0.976 | 0.84 | 0.956 0.983 NoA/0.51 0.906
44 N21l ILPLLITAAKVIPKIHSFFKIL | 0.976 | 0.8 | 0.966 0.989 NoA/0.54 0.911
45 | S17F/T71/N21V | ILPLLIIAAKVIPKIHFFFKVL | 0.949 | 0.82 | 0.958 0.993 A/0.56 1.038




46 S17L/T7L/N21L ILPLLILAAKVIPKIHLFFKLL | 0.953 | 0.91 [0.9495 0.988 A/0.55 3 1.051
47 | S171/T7V/N21F ILPLLIVAAKVIPKIHIFFKFL | 0.949 0.8 0.963 0.991 A/0.55 3 1.038
48 | S17V/T7F/N21l ILPLLIFAAKVIPKIHVFFKIL | 0.927 | 0.81 | 0.973 0.995 A/0.56 3 1.038
49 | S17V/T7V/N21V | ILPLLIVAAKVIPKIHVFFKVL | 0.944 | 0.82 |0.9569 0.991 A/0.56 3 0.985
Probabilidad de ser antimicrobiano (AB) generada por:
2CAMPR3
bAntiBP3
¢ AMPfun
Probabilidad de inducir hemdlisis (HM) producida por:
Estrategia 2
Ambas Caras
Anexo D: Analogos generados al modificar ambas caras
Modulacién en ambas caras
AB AH
N2 Nombre Secuencia cF | HDF
C32 | BPY | FN€ | HAPN® | DBAP®
0 Lineatina-2 ILPLLITAAKVIPKIHSFFKNL [0.973| 0.81 |0.9257| 0.978 A/0.64 3 10.802
1 LA5A11K13A15K |ILPAAITAAKKIAKKHSFFKNL|0.988| 0.88 | 0.968 0.048 |NoA/0.64| 5 |0.430
2 [2A4A5A11K13A19K| IAPAAITAAKKIAKIHSFKKNL |0.987| 0.87 | 0.965 0.006 |NoA/0.68| 5 |0.367
3 4A11K13A19K ILPALITAAKKIAKIHSFKKNL {0.990( 0.87 | 0.965 0.415 |NoA/0.56| 5 |0.493
4 |2A3K5A11K13A19K | IAKLAITAAKKIAKIHSFKKNL |0.990| 0.93 [0.9558| 0.147 |[NoA/0.61| 6 |0.352
5 4A5A11K13A ILPAAITAAKKIAKIHSFFKNL |0.989| 0.97 | 0.968 0.106 |NoA/0.57| 4 | 0.556
6 4A5A6R13A15K |[ILPAAIRAAKVIAKKHSFFKNL{0.990| 0.83 |0.9605| 0.072 No/0.59 | 5 | 0.472
7 2A13A17K IAPLLITAAKVIAKIHKFFKNA |0.990| 0.67 |0.9721| 0.965 A/0.68 4 |0.614
8 2A13A17K22K IAPLLITAAKVIAKIHKFFKKA |0.994| 0.81 [0.9642| 0.904 A/.650 5 10.596
9 2A7K13A17K IAPLLIKAAKVIAKIHKFFKNA |0.988| 0.84 {0.9671| 0.708 A/0.64 5 ]0.557
10 | 2A7K13A17K22K | IAPLLIKAAKVIAKIHKFFKKA |0.993| 0.91 [0.9565| 0.845 A/0.69 6 |0.539
4 HAPPENN
¢ DBAASP

fCarga (C) e hidrofobicidad (HD) obtenidas en HeliQuest.
Probabilidad de ser antimicrobiano (AB) generada por:
“CAMPR3
bAntiBP3
¢AMPfun

Probabilidad de inducir hemdlisis (HM) producida por:
@ HAPPENN
€ DBAASP

fCarga (C) e hidrofobicidad (HD) obtenidas en HeliQuest.




Estrategia 3

Analogos CPP

Anexo E: Diseno de analogos CPP al modificar ambas caras
Andlogos CPP
AB AH
N2 Nombre Secuencia CF| HDF| CPPsY
C3%| BPP| FN¢| HAPNY DBAP¢
0 Lineatina-2 ILPLLITAAKVIPKIHSFF | 0.97 081 0.925 0978 | A/0.64 | 3 0.80 020
KNL 3 7 2
1 11K KLPLLIT,?II’;\E\(IPKIHSF 0.32 078 O.iZl 0912 N05A4/0. 4 0.237 0.02
) 11K/V11D KLPLLIT?QEIEIPKIHSF 0.;%1 078 0.115 0643 Noé’-;/O. 3 0.558 0.02
3 11K/L2I KIPLLIT,T:,’IA(I;DLIPKIHSF 0.‘?2 072 0.9122 0.266 No::/O. 3 0.958 001
4 11K/L2K KKPLLIT/I-:\QEIL)IPKIHSF 0.21 0.76 0.9741 0.035 Noé’-;/O. 4 0.216 003
5 11K/L2R KRPLLIT?;I’;\EIL)IPKIHSF 0.855 07 0.9746 0.059 Noé’-;/O. 4 O.il6 0.03
6 11K/L2W KWPLLI:?I?’\II(PIPKIHS 0.573 0.76 0.5233 0923 Noé’-;/O. 3 O.gl 001
7 11K/P3A KLALLIT?;I’;\EIL)IPKIHSF 0.5532 082 0.8192 0938 N05A9/0. 3 0.26 001
3 11K/P3I KLILLITA/;\(I:IIID-IPKIHSFF 0.33 0.79 0.8199 0932 N05A7/0. 3 0.23 007
9 11K/P3R/V11D KLRLLIT?;I’;\’\KlIII-)IPKIHSF O.§8 0.87 0.9506 0.858 NOF:’-\7/O. 4 O.:O 0.09
10 11K/P3W/V11D KLWLLI:?SSFIPKIHS O'§8 0.85 0.9601 0.977 | A/0.72 | 3 0'25 0.04
11 11K/L4K/V11D KLPKLIT?QEIL)IPKIHSF O.fO 08 O.ZZZ 0.042 N08A2/0. 4 0.216 013
12 11K/L4R/V11D KLPRLIT,?,I’;\EILJIPKIHSF 0.274 083 0.9;06 0.027 NOS/Z/O. 4 O.:£L16 0.07
13 11K/L4T/V11D KLPTLIT,IO:‘QI\KIIEIPKIHSF 0.272 0.69 0.5;21 0013 N08/-\9/O. 3 O.:l 007
14 11K/L4AW/V11D KLPWLI:??#FIPKIHS 0'573 0.79 0'117 0.149 | A/0.53| 3 O'gl 0.06
15 11K/L5N/V11D KLPLNIT?QL(LDIPKIHSF 0.73|0.69 0'5;24 0.153 N07/_\9/O' 3 0'38 0.06
16 11K/L5R/V11D KLPLRIT?’;;\EILJIPKIHSF 0.73|0.78 0'5;36 0.164 No;;\/O. 4 O'fs 0.16
17 11K/L5W/V11D KLPLWI:FAKA“II(FIPKIHS 0'573 0.84 0'228 0.832 |A/051| 3 | 0.61| 0.08




18 11K/V11D/L22K KLPLLIT??EEIPKIHSF 0'276 0.8210.887| 0.324 NO7A6/0' 0';6 0.18
19 11K/L22R KLPLLIT?QNK\I:IPKIHSF 0.‘?6 0.79 0.5;15 0535 No:6/0. 0.255 011
20 11K/V11D/F19R KLPLLIT,:ﬁ'I\(IIiIPKIHSF 0.;5 0.86 0.9911 0076 NOE;’-;/O. 0.;15 010
21 11K/V11D/F21K KLPLLITﬁﬁiIL)IPKIHSF 0.:7 0.86 0.9334 0651 N05A4/O. 0.756 015
2 11K/V11D/F18R KLPLLIT,T:ﬁI;IiIPKIHSR 0.14 084 0.5139 0.029 N05A7/O. 0.;15 014
23 11K/V11D/F19K KLPLLIT?&EIEIPKIHSF 0'31 0.8910.907| 0.069 N08A3/0. O':S 0.15
24 11K/V11D/F18K KLPLLIT?:?E?IPKIHSK 0'31 0.8710.923| 0.036 NOE;’-;/O. O.:S 0.16
25 11K/V11D/H16R KLPLLIT,?QEIEIPKIRSF 0.583 083 0.9315 0421 N05A7/0. 0.353 016
26 I11K/A8W/V11D KLPLLIT:;(A’EII_)IPKIHS 0'772 0.82 0'9709 0.84 | A/0.58 0'57 0.08
27 I1K/A8R/V11D KLPLLITEQE‘EIPKIHSF O';3 0.8 |0.920| 0.101 Noé’-:;/O. 0'52 0.09
28 I11K/T7R/V11D KLPLLIR'IA:‘?’\KIT_)IPKIHSF O';B 0.83]0.930| 0.243 N07/-;-/0. 0;52 0.11
29 11R/T7R RLPLLIR?{;\&\L/IPKIHSF O.:l 082 0.9746 0713 N05A5/0. O.:l 0.04
30 I11R/T7R/L22R RLPLLIR?;\’EXIPKIHSF 0'291 0.85|0.940| 0.241 NO%/O' O.:Q 0.14
31 11R/P3R/T7R/L22R RLRLLIR?I?’L(;/IPKIHSF 0.38 091 0.9515 035 NOQ_/O' O.:l 023
32 I1R/I6R/T7R/L22R RLPLLRE:?NK:IPKIHS 0'23 0.8410.943| 0.018 NOS:/O' 0'36 0.26
33 11R/T7R/P13R/L22R RLPLLIR,??’L(XIRKIHSF 0.36 085 0.2’60 035 Noé’-\Z/O. O.:l 0.20
34 11R/T7R/H16R/L22R RLPLLIR??,EXIPKIRSF 0.25 0.89 0.9;52 018 Nog/-;/O. O.:£L14 0.29
35 I1R/T7R/F18R/L22R RLPLLIR??&XIPKIHSR 0'30 0.87|0.967| 0.056 Nog/-?l-/O. 0'26 0.27
36 I1R/T7R/N21R/L22R RLPLUR??:;/IPKIHSF 0'25 0.88| 0.97 | 0.511 NOS/-;/O' O.;W 0.28
37 I11R/L5R/P13R/L22R RLPLRIT?QSXIRKIHSF 0.91]0.79 0'179 0.285 Nog\/O. 0'34 0.22
38 I1R/P3R/P13R/L22R RLRLLITﬁﬁNKXIRKIHSF 0'26 0.86 0'9826 0.822 No7/-;/0. 0'29 0.19




39 I1R/P13R/F18R/L22R RLPLLIT??SXIRKIHSK 0'f4 0.87 0'356 0.172 No(g/O. 0.634 0.21
40 I1R/P13R/S17R/L22R RLPLLIT?QE\:RKIHRF 0'36 0.82 0'370 0.423 NO7A4/0' 0':2 0.20
a1 11G/P3R/T7R/L22R GLRLLIR?KA'\ITI\‘/IPKIHSF 0.798 0.9 0.9736 0615 NOS/-Z/O. 0.816 0.25
42 I1R/L2R/P3R/T7R/L22R RRRLLIR?SEI\‘/IPKIHSF 0'38 0.9 093 | 0.121 N05A7/0' 0'129 0.26
43 I1R/P3R/L5SW/T7R/L22R RLRLWI;:(?\:;VIPKIHS 0'28 0.93 0'9233 0.224 NOS';/O' 0':)14 0.28
44 I1R/P3R/T7R/A8R/L22R RLRLLIRE?SXIPKIHSF 0':8 0.92 0'200 0.029 Noé’-;/o. 0'535 0.33
45 I11R/P3G/T7R/N21R/L22R RLGLLIR??;;/IPKIHSF 0':8 0.9 | 0.98 | 0.702 N05/-\7/0. O';M 0.25
46 11R/P3K/T7R/N21R/L22R RLKLLIR??{I{(;/IPKIHSF 0'798 0.93 0'9741 0.553 | A/0.58 0'739 0.24
a7 P3G/T7K/S17K/N21R ILGLLIKAF/;\(I;\(IPKIHKF 0.699 0.92 0'9156 0.969 NO;:;/O' O.(()SS 0.11
48 I1F/P3G/T7K/S17K/N21R FLGLLIK?;;—(\;\-/IPKIHKF 0'599 0.93 O'i87 0.968 NO;;_/O' O.(()SS 0.22
49 11V/P3G/T7K/S17K/N21R VLGLLIK/:?RKE/IPKIHKF 0'599 0.9 0'356 0.919 N05A5/0. 0.52 0.13
50 P3I/T7K/S17K/N21R ILILLIKAAKKR\ilPKIHKFF 0.29 091 0.9752 0975 N07/-;/0. 0.273 018
51 P3KT7K/S17K/N21R ILKLLIKA;:?(KR\I/_IPKIHKF 0'39 0.95 0'9742 0.949 NOQ_/O' O';SO 0.09
52 P3L/T7K/S17K/N21R ILLLLIKA?(I;\[IPKIHKFF 0.599 093 0.9737 0972 Noé’-\?)/O. O.gZ 0.05
53 P3G/L5K/T7K/S17K/N21R ILGLKIK?:?EL/IPKIHKF 0'39 0.94 0268 0.795 N08A2/0' O.;SZ 0.18
54 P3G/L5S/T7K/S17K/N21R ILGLSIKA;;\(I;\(IPKIHKF 0'38 0.9 0'9166 0.782 Noé’-\?)/O. 0'57 0.09
55 P3G/L5T/T7K/S17K/N21R ILGLTIKiﬁ';\CIPKIHKF 0'898 0.9 0'254 0.74 Nogé[/o' 0'558 0.11
56 P3G/I6E/T7K/S17K/N21R ILGLLEKAF,:EL/IPKIHKF 0'38 0.82 0'5283 0.384 N08/-;/O. 0'34 0.08
57 P3G/I6D/T7K/S17K/N21R ILGLLDIE?QRKYIPKIHK 0'39 0.81 0261 0.807 NOS/O' 0.53 0.06
58 P3G/L5I/T7K/S17K/N21R ILGLIIKAAKVIPKIHKFF| 0.99 0.94 0.966 0.969 NoA/0. 0.65 0.08
KRL 5 1 79 5
50 P3G/L5V/T7K/S17K/N21R ILGLVIKAFQ::\L/IPKIHKF 0'29 0.92 0'9755 0.944 NOG/-;/O' O.:Z 0.07




ILGLLAKAAKVIPKIHK |0.99 0.946 NoA/O. 0.58
60 | P3G/I6A/T7K/S17K/N21R CEKRL |09 75| 0901 | T S | 008
ILGLLCKAAKVIPKIHKF | 0. . .
61 | P3G/I6C/TTK/S17K/N21R | -OHC 0991 6.89|%2%¢| 0.829 | A/0.61 063 408
FKRL 0 1 9
62 | P3G/LsD/T7K/S17k/N21R || -GLDIKAAKVIPKIHKF1 0.991 o 10978 4 66 | a/0.58 0331 511
FKRL 1 8 8
63 | P3G/LsA/T7K/S17k/N21R || -CLAIKAAKVIPKIHKF0.99 5 53109661 5 gg3 | a/0.63 0281 415
FKRL 6 8 7
ILGLLIKLAKVIPKIHKFF | 0. 94 71
64 | P3G/T7K/ASL/SITK/N2IR | 'C 0991693924 0987 | Aj0.66 0711 017
KRL 5 8 4
65 | P3G/T7K/A8D/S17K/N21R | IWEHHKDAKVIPKIRKE 0.997 5 o5 10958 6 7000 | A/0.68 0601 506
FKRL 2 2 1
ILGLLIWAAKVIPKIHK |0.99 0.924 0.79
66 P3G/T7W/S17K/N21R 0.89 0.991 | A/0.93 0.05
FFKRL 3 8 8
ILGLLIRAAKVIPKIHKF |0. 94
67 P3G/T7R/S17K/N21R ¢ 0991 59 |99 0961 | A/0.62 0.65| 0.12
FKRL 4 4
68 P3G/T7F/S17K/N21R ILGLLIFAAKVIPKIHKF 1 0.991 5 5 {0936 4 993 | A/0.82 0771 0.04
FKRL 2 1 7
ILGLLSKAAKVIPKIHKF | 0.99 0.966 0.56
69 | P3G/I6S/T7K/S17K/N21R 0.87 0.86 | A/0.55 0.10
FKRL 1 1 7
70 | P3G/I6k/T7K/S17K/N21R |\ FGLEKKAAKVIPKIRKE| 0.997 5 010956 725 | aj0.58 0221 14
FKRL 7 1 4
71 P3G/T7F/S17K/N21K ILGLLIFAAKVIPKIHKF 1 0.991 5 91 {0938 0992 | A/0.78 0771 0.07
FKKL 6 1 8
72 P3G/T7R/S17K/N21R ILGLLIRAAKVIPKIHKF 1099 o 10-9491 4 961 | pj0.62 0.65 | 0.12
FKRL 4 4
73 | 11F/P3G/I6E/T7K/S17K/N21R FLGLLE';/:Q'Q”PK'HK 0':8 0.83(0.964| 0.343 | A/0.57 0'953 0.19
GLRLLEKAAKVIAKIHK | 0.99 0.939 NoA/0. 0.39
74 | 11G/P3R/I6E/T7K/S17K/N21R EEKRL S |08 |7 010 | L] S | 034
75 | 11L/P3G/I6E/T7K/s17K/N21R | HLEHLEKAMKVIPKIRKI 0.98 1, 57109761 5 169 | Aj0.61 0231 516
FFKRL 0 9 5
76 | 11V/P3G/I6E/T7K/517K/N21R | V-GLEKAAKVIPKIRKT0.98 1, 5610976 4 070 | Af0.59 011 510
FFKRL 2 3 3
77 | P3G/IGE/T7K/P13A/SI7K/N21 |ILGLLEKAAKVIAKIHKF [0.98 | 0 0 10.977| 0 cco | 1o o 052| oo
R FKRL 9 5 1
I1F/P3G/I6E/T7K/P13A/S17K/ | FLGLLEKAAKVIAKIHK | 0.99 0.953 0.52
78 N21R FEKRL o 083|775 | 0.538 | A/0.68 o | 013
I1L/P3G/I6E/T7K/P13A/S17K/ | LLGLLEKAAKVIAKIHK | 0.98 0.970 0.51
79 N21R CEKRL L |077|757| 0352 | A/0.69 . | 010
I1V/P3G/I6E/T7K/P13A/S17K/ | VLGLLEKAAKVIAKIHK | 0.98 0.970 0.49
80 \21R EEKRL S 10781757 0.122 | A/0.69 5 | 004




RLRLLIRAAKVIAKIHSF | 0.98 0.927 NoA/O. 0.39
81 11R/P3R/T7R/P13A/L22R FKNR 6 0.91 ) 0.629 76 7 6 0.18
P3R/L5R/I6E/P13A/S17K/N21 | ILRLREKAAKVIAKIHK | 0.99 0.924 NoA/O. 0.35
82 R FEKRL 4 0.86 6 0.03 59 7 ) 0.28
I11F/P3R/I6E/T7K/P13A/S17G/ | FLRLREKAAKVIAKIHG | 0.99 0.931 NoA/O. 0.60
83 N21R FEKRL 1 0.88 1 0.049 7 6 7 0.25
I11K/P3R/I6E/T7W/A8K/P13A/ | KLRLLEWKAKVIAKIH | 0.99 0.955 NoA/O. 0.96
84 S17R/N21R RFFKRL 5 091 1 0.079 5 / 0 0.34
I1R/P3G/L5D/T7K/P13A/S17K | RLGLDIKAAKVIAKIHK | 0.98 0.977 NoA/O. 0.76
85 /N21R FEKRL ) 0.77 1 0.424 76 6 9 0.17
Probabilidad de ser antimicrobiano (AB) generada por:
“CAMPR3
bAntiBP3
cAMPfun
Probabilidad de inducir hemdlisis (HM) producida por:
@ HAPPENN
€ DBAASP
fCarga (C) e hidrofobicidad (HD) obtenidas en HeliQuest.
9 Péptidos penetrantes en células (CPPs)
Anexo F: Valores de afinidad entre membranas y analogos.
Péptido Valor de afinidad (Kcal/mol)
I
Membrana celular bacteriana Bio-membrana Gram
(PBD: 2W6D) positiva
I T T
Lineatina-2 -4,954 -6,754
4A5A -4,645 -6,296
2A4A5A -4,832 -6,730
4A5A11K13A15K -4,867 -7,09
2A4A5A11K13A19K -4,366 -6,451
4A11K13A19K -4,574 -6,655
2A3K5A11K13A19K -4,865 -6,266
4A5A11K13A -5,083 -6,520
4A5A7R13A15K -5,014 -7,018
1G3R6E7K17K21R -5,356 -6,491
3R5R6E13A17K21R -5,081 -6,203
1F3R6E7K13A17G21R -5,459 -5,261
1K3R6E7W8R13A17R21R -5,602 -6,520

*Nota: Los analogos resaltados en amarillo son aquellos que obtuvieron una mayor afinidad energética
acoplamiento molecular.
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