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V. RESUMEN

La resistencia antimicrobiana es un problema de gran impacto que ha reducido
significativamente la eficacia de los antibidticos convencionales. Debido a esta
situacién, organizaciones como la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) hicieron
un llamado para fomentar la busqueda de nuevas moléculas antibiéticas dirigidas
especificamente al grupo de patdgenos Gram- debido a que especies como
Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii y especies de Enterobacter han
aumentado sus indices de resistencia en los ultimos afios (De Oliveira et al., 2020).
Ante este desafio, se han propuesto nuevas alternativas para combatir esta
problematica. Uno de estos enfoques es el uso de péptidos antimicrobianos (PAMS),
que son un grupo de moléculas bioactivas capaces de inhibir el crecimiento de
patégenos bacterianos y que se han estudiado ampliamente debido a su potencial
aplicacion terapéutica ya que existe un particular interés en su baja propension de
generar resistencia y actividad de amplio espectro.

VC15 (FWGALAKGALKLIPS) es un péptido antimicrobiano que se identific6 como
resultado de la degradacion proteolitica del péptido Pin2 (Carmona et al., 2013;
Gonzalez et al., 2021). Presenta un espectro de accion reducido contra las bacterias
Gram -, pero sigue siendo activo contra las bacterias Gram +. Es importante
destacar que su actividad hemolitica es 10 veces menor que la de Pin2, con una
reduccion del 50 % al 5%.

En este estudio, se disefiaron variantes de VC15 en vista de aumentar su actividad
contra las bacterias Gram -. Un total de 38 variantes fueron disefiadas, de las cuales
se seleccionaron cuatro (VC15RH, VC15FL, VC15H y VC15HK) basandose en sus
favorables caracteristicas de energia de uniébn y penetracion en estudios
computacionales empleando modelos de membrana implicita de bacterias Gram -.
Ademas, al evaluar cambios en las propiedades fisicas mediante simulaciones de
dindmica molecular, se observé que las variantes VC15RH y VC15FL presentaron
una reduccion del grosor de la membranay del area lipidica del 50 %y 70 %, lo que
sugiere que estas variantes podrian ser mas efectivas en dafar las membranas de

patdogenos Gram-.
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1. INTRODUCCION

En las dltimas dos décadas, la resistencia de bacterias a farmacos antimicrobianos
ha captado un gran interés y ha suscitado mucha preocupacion, no solo en el ambito
cientifico, sino también en los aspectos economicos, sociales, de salud y
alimenticios. Se estima que para el afio 2050, las consecuencias mortales derivadas
de este fendmeno podrian alcanzar la cifra de 10 millones de muertes anuales,
generando al mismo tiempo pérdidas econdmicas a nivel global que rondaria los
100 mil millones de dolares (Gelband et al., 2015; O’neil et al., 2016). En Europa,
se asocian aproximadamente 25 mil muertes al afio con este problema. En los
Estados Unidos, por su parte, se informan hasta 2 millones de infecciones y 23 mil
defunciones anuales debido a la resistencia bacteriana (Marston et al., 2016).

En contraste, en América Latina no se posee un conocimiento certero acerca de la
cantidad aproximada de casos anuales; no obstante, se ha registrado un incremento
de bacterias multirresistentes a antibioticos (MDR), entre las que se destacan
Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus auerus, Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa y Acinetobacter baumannii con mayor frecuencia (Primo et al., 2012;
Kazmierczak et al.,, 2015; OPS, 2016; Gonzalez et al., 2020). Sumado a esta
problematica, en afios recientes se ha llevado a cabo un esfuerzo considerable para
desarrollar una variedad de opciones terapéuticas que contribuyan a abordar este
problema. Tal es el caso de la utilizacion de combinaciones sinérgicas de
antibioticos (Ahmed et al., 2014; Vazquez & Kumar, 2015), la fagoterapia (Latz et
al., 2016; Domingo & Delgado, 2018), la terapia de luz fotodinamica (Mai et al., 2017;
Yang et al., 2018), las nanoparticulas de plata (Beyth et al., 2015; Qayyum et al.,
2017) y la terapia con péptidos antimicrobianos (PAMs) (Berglund et al., 2015).

Los PAMS son moléculas altamente conservadas, y forman parte del sistema de
defensa de plantas, insectos, aracnidos, anfibios y mamiferos. Aunque los PAMs
pueden tener distintos blancos celulares en la bacteria, una familia importante de
ellos interacta con la membrana lipidica de bacterias a través de interacciones
electrostaticas e hidrofébicas. Una vez que el péptido se integra en la membrana
este desestabiliza la estructura y la membrana pierde su resistencia y la célula

muere. Dado que el blanco de accion es sobre una estructura celular y no una
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proteina o biomolécula susceptible, se presupone que la generacién de resistencia
es con mucho menos probable (Wang et al., 2010; Pfalzgraff et al., 2018). Sin
embargo, pese a que los péptidos antimicrobianos han mostrado ser una gran
alternativa para el combate de la resistencia antimicrobiana, existen pocos PAMs
aprobados para su uso terapéutico y también para su aplicacion en fases clinicas
(Argueta et al., 2020), debido a diversas caracteristicas que limitan su potencial
terapéutico, como citotoxicidad, actividad hemolitica, poca estabilidad ante
proteasas, pérdida de actividad a bajas concentraciones de sal y un alto costo de
produccion en péptidos que superan los 20 amino&cidos (Mahlapuu et al., 2016;
Rios et al., 2016).

Como alternativa, se ha propuesto el uso de péptidos antimicrobianos de longitud
reducida, no mayores a 15 amino&cidos. Estos péptidos pueden ser disefiados
mediante enfoques bioinformaticos o "in silico", partiendo de la secuencia de un
péptido lider y sometiéndose a modificaciones en la secuencia de aminoacidos
como; amidaciones, ciclizacion molecular, introduccién de D-aminoacidos y otros
aminoacidos no naturales o modificados. El propésito de estas modificaciones es
mejorar la actividad frente a distintos microorganismos, lograr una mayor estabilidad
en entornos alcalinos y ante proteasas, asi como reducir los costos de produccién
(Vlieghe et al., 2010; Ramesh et al., 2016; Sharma et al., 2018).

Ademas de esto, las herramientas computacionales, como bases de megadatos en
servidores y software, han demostrado ser de gran relevancia en el disefio de
nuevas moléculas antimicrobianas (Shannon et al., 2003; Rice & Wereszczynski,
2017; Misawa et al., 2019; Yang et al., 2019).

En consecuencia, el disefio de péptidos antimicrobianos cortos es una herramienta
valiosa en la busqueda y desarrollo de alternativas para el control de infecciones
causadas por microorganismos, especificamente aquellos que presentan

resistencia a multiples farmacos.
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2. ANTECEDENTES

El hallazgo de moléculas con propiedades antibiéticas marco un hito significativo en
la historia de la humanidad, teniendo un impacto profundo en el aumento de la
esperanza de vida que fue notorio en el siglo XX, pasando de 40 a 78 afios,
principalmente gracias a la produccion industrial de la penicilina descubierta por
Alexander Fleming en 1929. Este logro inauguro la era de los antibioticos en 1945,
complementado por campafas de vacunacion y el tratamiento de aguas residuales
(Alanis, 2005; Adedeji, 2016). Adicionalmente, entre los afios 1950 y 1970, tuvo
lugar el descubrimiento de nuevas clases de antibiéticos, periodo que se conoce
como la "época dorada" del hallazgo de estas moléculas. Posteriormente, la ciencia
se dedicé a trabajar con estos antibioticos, introduciendo modificaciones para
mejorar su espectro de accion y su eficacia (Aminov, 2010).

2.1 Clasificacion de los antibi6ticos

A la fecha, se han identificado 19 familias distintas de antibidticos, y su clasificacion
se basa en su estructura molecular (Van Hoek et al., 2011; Adzitey, 2015). No
obstante, también es posible categorizarlos segun su espectro de accién, es decir,
si afectan el crecimiento de bacterias Gram positivas o0 Gram negativas, asi como
otros tipos de bacterias. Ademas, pueden clasificarse por su mecanismo de accién
(Béahdy, 1974; Calderon & Sabundayo, 2007), que abarca la inhibicion de la
sintesis proteica (como las tetraciclinas y los macrdlidos), la inhibicion de la sintesis
de la pared celular (como las penicilinas y la vancomicina), la interferencia con la
sintesis de &cidos nucleicos (como las quinolonas y la novobiocina), alteraciones en
la conformacion de la membrana plasmética (como los péptidos antimicrobianos) y
la interferencia en la transcripcion (como la actinimicina) (Madigan & Martinko,
2006). La Figura 1 presenta una clasificacion de los antibidticos basada en su

mecanismo de accion.
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Inhibicion de la DNA Elongacion de Inhibicién de la
Sintesis de la pared celular | girasa/topoisomerasa ll RNA RNA polimerasa
Cycloserine Quinolones-l_ N?Iidixic acid Actinomycin Rifampin
Vancomycin Ciprofloxacin Streptovaricins
Bacitracin Novobiocin
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Monobactams \\ = 7 .
A Erythromycin (macrolides)
DNA ,
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Inhibicién del metabolismo del 7 L il Clindamycin
acido félico THE  mRNA ‘o™ " | Lincomycin
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Ribosomes

-Tetracyclines
Spectinomycin
Streptomycin

Modificacion estructural de Gentamicin
la membrana bacteriana Kanamycin
Amikacin

Polymyxins 7
Daptomycin

| Nitrofurans

Inhibicion de la sintesis de

PABA

Cytoplasmic  Cell wall proteinas (inhibidores de tRNA)
membrane —

Mupirocin

Puromycin

Figura 1. Clasificacion de antibidticos con base en su mecanismo de accion (tomado y modificado de Etebu & Arikekpar,
2016).

No obstante, el descubrimiento de los antibidticos también conllevo al uso incorrecto
de los mismos. Unicamente en el afio 2019, se document6 que el 73 % de los
antibioticos producidos en el mundo se destinaron al fomento del crecimiento animal
en la industria alimentaria (Van Boeckel et al.,, 2019). En adicibn a esto,
investigaciones de Biju et al. en 2020 revelaron que alrededor del 50 % de las
recetas de antibioticos emitidas en la atencion primaria (en centros de salud, por
ejemplo), podrian ser inadecuadas, y se ha observado que el 75 % de tales
prescripciones estdn vinculadas a afecciones comunes como infecciones
respiratorias. Por ende, estas prescripciones plantean un riesgo sustancial de ser
inapropiadas y desencadenar la aparicién de resistencia multiple en las bacterias

(Welschen et al., 2004; Goossens et al., 2005).

2.2 Principales factores que contribuyen a la resistencia a antibioticos
2.2.1 Impacto de las préacticas agricolas
La utilizaciébn de antibiéticos en ambitos como la acuicultura, la ganaderia y la

agricultura ha avanzado de manera paralela al desarrollo industrial de estos

compuestos. En 1950, Stokstad y Jukes sefialaron que el empleo de dosis
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subterapéuticas de penicilina y tetraciclina potenciaba el crecimiento de aves de
corral en granjas. Esta investigacion inicial fue posteriormente respaldada por
estudios que corroboraron las conclusiones obtenidas por Stokstad y Jukes. No
obstante, persiste la incertidumbre sobre las causas exactas por las cuales los
antibiéticos propician el aumento de peso y el crecimiento méas rapido en animales
destinados a la produccion de alimentos. Al respecto, se han planteado diversas
hipotesis al respecto:

1. Reduccién de la poblacion bacteriana: Se especula que los antibioticos
podrian disminuir la cantidad total de bacterias presentes en el tracto
intestinal, lo que a su vez reduciria la competencia por los nutrientes entre
los microorganismos y el huésped.

2. Inhibicién de bacterias patdgenas: Se sugiere que los antibidticos podrian
ejercer una accion inhibitoria sobre las bacterias perjudiciales para la salud.

3. Disminucién de la respuesta inmunologica: Existe la teoria de que los
antibioticos podrian reducir la actividad del sistema inmunoldgico.

4. Alteracion del metabolismo microbiano: Se plantea que los antibiéticos
podrian modificar el metabolismo microbiano en el rumen, el primer
compartimento del estbmago de los animales rumiantes.

Estas explicaciones se derivan de investigaciones como las realizadas por
Alexander et al. (2008) y Giguére (2013). La Tabla 1 proporciona una vista de la
distribucion de distintas familias y tipos de antibiéticos empleados en diversas

practicas agricolas y sus aplicaciones correspondientes.

Tabla 1. Principales actividades agricolas y el uso de diferentes

ACTIVIDAD .
AGRICOLA ANTIBOTICOS USADOS APLICACIONES REFERENCIA
Amoxicilina, enrofloxacina,
doxiciclina, oxitetraciclina, . .
. e o Tratamiento terapéutico
. eritromicina, tilosina, Hofacre et al.,
Avicultura . s en general y promotor de
aminoglucosidos, J 2013
. . . crecimiento
sulfonamidas/trimetoprima,
colistina, tiamulina
Sulfonamidas, penicilinas, Evitar infecciones por Heuer et al.,
Acuacultura quinolonas, microor anismog 2009; WHO,
tetraciclinas, fenicoles 9 2014
Cultivos Estreptomicina, oxitetraciclina, Sl |nfecc_|9nes_ en pl_a_ntas itz McManus et
. L Y P produccién alimenticia y
agricolas gentamicina, acido oxolinico ornamental al., 2002.
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- - Utilizado para produccién de McEwen &
Amoxicilina, penicilina, L o
. o ; carnicos, prevencion de la Fedorka-Cray,
. eritromicina, quinolonas, . X . " ;
Ganaderia . o neumonia bovina, diarrea, "fiebre 2002;
gentamicina, novobiocina,
L2 ST - del envid" y promotor de Alexander et
tilosina, tilmicosina, tetraciclinas e
crecimiento al., 2008
Ceftiofur, tetraciclinas, - . .
- ) - . o Utilizado para combatir mastitis
Produccion tiamaulina, lincomicina, .
p ; o producidas por Staphylococcus y
agricola de enrofloxacina, penicilinas, L Burch, 2013
. . ’ s otras enfermedades. También para
porcinos quinolonas, aminoglucosidos, e
macrolidos P !
Amoxicilina, ampicilina, ceftiofur,
amoxicilina/acido clavulanico, No se utilizan para promover el
. enrofloxacina, eritromicina, incremento de peso, sin embargo,
Caprinocultura : i . L - P g Clark, 2013
lincomicina, oxitetraciclina, son utilizados para prevenir
sulfonamidas, penicilina G, enfermedades
trimetoprima, tilosina, tilmicosin

Una amplia variedad de cepas bacterianas con resistencia a multiples farmacos
(MDR, por sus siglas en inglés "multidrug resistance"”) se han identificado,
principalmente, en el ambito agricola. Un ejemplo de ello es el gen mcr-1, que otorga
resistencia a la colistina, un antibiotico considerado de ultimo recurso en infecciones
provocadas por bacterias MDR. Este gen esté alojado en el plasmido MCR-1, lo que
le confiere la capacidad de transferirse entre bacterias mediante el mecanismo de
transferencia horizontal de genes (Liu et al., 2015). Asimismo, se ha documentado
qgue diversos plasmidos relacionados con la resistencia a quinolonas y macrolidos
se han documentado tener origen en ambientes acuaticos, estando directamente
vinculados con la acuicultura de peces comerciales (Poire et al., 2012; Aedo et al.,
2014).

Resulta evidente que el uso generalizado de antibidticos en actividades agricolas
reviste gran importancia. A pesar de existir regulaciones para su empleo, estas no

siempre son seguidas de manera rigurosa.

2.2.2 irracional del los

antibioticos

Impacto general y consumo humano vy

El consumo de antibiéticos alrededor del mundo ha ido en aumento importante
durante la ultima década, tan solo de 2000 a 2015 se registré un aumento del 65 %,
de 21.1 billones a 34 billones DDD (por sus siglas en inglés “Defined Daily Dose”:

Dosis diaria definida) (Klein et al., 2018). El uso general de los antibiéticos se puede
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clasificar en: 1) Accesibles (de primer o segunda linea terapéutica), 2) de “cuidado”
(utilizados en indicaciones especificas debido a su gran probabilidad de generar
resistencia) y 3) de reserva (utilizados como ultimo recurso). De acuerdo con
estudios realizados (Roberts & Zembower, 2020), el uso per capita de antibiéticos
accesibles ha aumentado en 26.2 % y los de “cuidado” un 90.9 %, sin embargo, el
hecho de este aumento debe de ponerse en interpretacion, puesto que esto no
necesariamente puede ser debido al mal uso que se ha reportado, sino mas bien de
los cambios en patrones de resistencia, tal es el caso de la gran prevalencia de
infecciones causadas por patdgenos productores de betalactamasas de espectro
extendido.

De acuerdo con datos de la OMS, hasta el afio 2004, dos tercios de los antibioticos
a nivel mundial eran adquiridos sin prescripcion médica, mayoritariamente en el
sector privado de la atencion sanitaria. Este sector se reconocia por tener
regulaciones menos estrictas en cuanto a la venta y obtencion de medicamentos en
general (OMS, 2004). En el 2019, Auta et al. determinaron que, a nivel global, el 62
% de los antibiéticos vendidos en ese afio lo fueron sin la debida prescripcion
médica. Ademas, sefialaron que Sudamérica presentaba el porcentaje mas alto de
antibiéticos vendidos sin receta, con un total de 78 %. Este estudio también identificd
que las fluoroquinolonas y las penicilinas eran los grupos de antibiéticos mas
comunmente adquiridos sin prescripcion (Auta et al., 2019).

En México, la Comision Federal para la Proteccion contra Riesgos Sanitarios
(COFEPRIS) es la entidad responsable de salvaguardar la salud de la poblacion
mediante la regulacién de la calidad y los precios de los productos de consumo.
Asimismo, lleva a cabo una supervision inteligente y eficiente en el &mbito de la
salud. Sin embargo, no fue sino hasta el afio 2010 cuando se publicé el acuerdo
gue regula la venta y suministro de antibiéticos. Gracias a las disposiciones
establecidas en este acuerdo, se experimenté una disminucién en la venta de
antibidticos de aproximadamente un 20 % en tan solo un afio, seguido de otro 8 %
en el segundo afo posterior a su implementacion (Arriola - Pefialosa, 2015).

No obstante, en un estudio conducido por Amabile — Cuevas et al., en el afio 2020

se comparo6 el nivel de resistencia bacteriana en México con respecto al afio 2010.
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Los resultados reflejaron un incremento generalizado en la resistencia. Por ejemplo,
en el caso de E. coli, se observd un aumento en la resistencia a fluoroquinolonas y
cefalosporinas de tercera generacion de 33 % al 62 %. Ademas, se reporto que el
80 % de las cepas de diferentes géneros aisladas de muestras de orina presentaban
resistencia a ciprofloxacina. El estudio también evidenci6 un aumento en la
resistencia a penicilina, ceftriaxona, ciprofloxacina y co-trimoxazol en cepas de E.
coli aisladas de hospitales privados. En relacién con la bacteria Pseudomonas
aeruginosa, se registré un incremento en la resistencia de entre 10 % y 20 % hacia
ciprofloxacina, ceftazidima e imipenem en aislados de hospitales privados.
Adicionalmente, se observo un aumento del 74 % en la resistencia de Acinetobacter
spp y P. aeruginosa a levofloxacina, meropenem y tazobactam en aislados
provenientes de infecciones nosocomiales. Este estudio también revel6 que la
presencia del pldsmido de resistencia MCR-1 a la colistina fue inicialmente
detectada en el 2018 en un aislado proveniente de una explotacion porcina. No
obstante, hasta la fecha, no se ha determinado la gravedad de la presencia de este
plasmido de resistencia. Otro trabajo informé que 13 de 49 aislados de P.
aeruginosa provenientes de nifios mexicanos con fibrosis quistica presentaban
resistencia a colistina (Rosales et al., 2020). Cabe mencionar también el aumento
marcado en la presencia de genes de resistencia a vancomicina, carbapenem,
linezolid, teicoplanina y penicilinas (Barrios et al., 2013; Torres et al., 2015; Curiel et
al., 2019).

En un estudio publicado en 2022 por Miranda-Novales et al., se determin6é que en
hospitales de México clasificados por el nimero de camas disponibles de entre 100
a 500, el nivel de resistencia en la familia Enterobacteriaceae fue el mas alto,
particularmente E. coli fue el aislado resistente mas recurrente, presentando
resistencia a tercera y cuarta generacion de cefalosporinas, ciprofloxacin y
tazobactan dejando Unicamente a los antibiéticos carbapenémicos como Unico
tratamiento para bacteriemias ocasionadas por este patdégeno. Es relevante
mencionar, que la mayoria de patdogenos Gram - reportados fueron resistentes a

ampicilina y combinaciones entre ampicilina y sulbactam. Lo cual indica que los
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antibioticos de primer uso estan quedando inutilizables en infecciones causadas por

estos microorganismos (Miranda-Novales et al., 2022)
2.3 Mecanismos de resistencia bacteriana a antibiéticos

La resistencia a antibacterianos surge cuando los antibioticos no logran ejercer sus
efectos a concentraciones minimas inhibitorias (CMI), y esto se debe a que las
bacterias desarrollan distintos mecanismos de resistencia, que pueden ser de
origen adaptativo, adquirido o intrinseco (Joon - Hee, 2019). La resistencia
intrinseca se refiere a aquella que se deriva de las propiedades estructurales de la
célula bacteriana, que impiden la interaccion entre el antibidtico y su receptor
(Christaki et al., 2019). En lo que concierne a la resistencia adquirida, esta ocurre
cuando una bacteria es expuesta a dosis bajas del antibiotico y es capaz de generar
mecanismos de resistencia mediante mutaciones o adquisicién de material genético
externo (transferencia horizontal de genes) (Holmes et al., 2016; Munita & Arias,
2016). Finalmente, la resistencia adaptativa se relaciona con sefiales ambientales
especificas (por ejemplo, estrés, pH, estado de crecimiento, concentracion de iones,
niveles sub-inhibitorios de antibidticos, entre otros). En comparacion con la
resistencia intrinseca y la adquirida, la resistencia adaptativa es transitoria, ya que
desaparece una vez que la sefial ambiental se ha desvanecido (Fernandez et al.,
2011; Salimiyan et al., 2018).

La resistencia bacteriana a antibiéticos es producto de diversos mecanismos, que
pueden implicar la destruccion o modificacion del antibiotico, la alteracion del sitio
de accion o la interaccién con el antibiético, cambios en la permeabilidad de la
membrana que impiden la entrada de los antibidticos a la célula y también la
intervencion de bombas de eflujo. Estas udltimas son transportadores
transmembranales que se encargan de expulsar moléculas antibi6ticas hacia el

espacio extracelular, como un mecanismo de desintoxicacion (Christaki et al., 2019).

2.3.1 Modificacion del antibi6tico

Este mecanismo de accion es dirigido por enzimas producidas por la célula
bacteriana. Puede manifestarse a través de la degradacién completa del antibiético

o mediante la transferencia de un grupo quimico al mismo. Uno de los ejemplos mas
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estudiados de este tipo de mecanismo es el de las -lactamasas. Estas enzimas
son capaces de hidrolizar el anillo betalactamico presente en antibiéticos como las
penicilinas y las cefalosporinas, entre otros (Christensen et al., 1990; Page, 2012).
Otro antibidtico susceptible a la inactivacion por hidrdlisis es la tetraciclina, a través
del gen tetX (Kumar et al., 2013; Blair et al., 2015). Ademas de esto, también existen
fosforilasas y acetilasas que desactivan los aminoglucosidos (Nambi & Basu, 2010),

el cloranfenicol y las fluoroquinolonas (Schwarz et al., 2004; Blair et al., 2015).

2.3.2 Modificacion del sitio de unién

La especificidad de los antibidticos, si bien es una ventaja, también puede
considerarse una desventaja, ya que brinda a las bacterias la capacidad de alterar
el sitio de union de estos compuestos en un periodo corto. Un ejemplo ilustrativo de
este mecanismo se observa en la modificacién de los aminoacidos asparagina (Asp)
87 y serina (Ser) 83 en la DNA girasa, asi como asparagina (Asp) 84 y serina (Ser)
80 en la topoisomerasa IV. Estos aminoacidos conforman los puntos de unién para
las quinolonas, y se ha constatado que pueden ser sustituidos por otros
aminoécidos sin carga eléctrica, ocasionando la pérdida de unién del antibidtico
(Yoshida et al., 1990). Tal vez el ejemplo mas relevante de modificacion en el sitio
de accion es la alteracion del lipido A, la cual confiere resistencia a la colistina. Esta
modificacion implica la adicion del aminoazucar L-Ara4N al lipopolisacarido,
generando un cambio en la carga eléctrica del lipido A de negativa a positiva. Como
resultado, la interaccion con la colistina se ve impedida debido a la repulsion entre

las moléculas (Lee et al., 2016).

2.3.3 Mecanismos para el eflujo del farmaco

En el caso de las bacterias Gram -, se encuentran presentes bombas de eflujo
codificadas en el cromosoma. En algunos casos, estas bombas se expresan de
manera constitutiva, mientras que en otros pueden activarse en respuesta a
distintos estimulos. Estas bombas pueden conferir resistencia intrinseca a
compuestos hidrofobicos, lo que las convierte en mecanismos presentes en
bacterias MDR. Por otro lado, en el caso de las bacterias Gram +, la adquisicion de

resistencia a través de bombas de eflujo estd causada por genes codificados en
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plasmidos de resistencia. En su mayoria, estas bombas de eflujo son proteinas de
membrana pertenecientes a la familia de transportadores ATP-binding-cassette

(ABC) y a la superfamilia de transportadores facilitadores (MFS) (Leclercq, 2002).
2.4 Terapias alternativas para abordar la resistencia bacteriana

Desde hace al menos 80 afos, los antibiéticos son un recurso vital para la
humanidad, pero a lo largo de estas décadas, las bacterias han encontrado formas
de eludir sus efectos. La resistencia aumenta drasticamente cada afio y se estima
gue alrededor de 700,000 pacientes fallecen anualmente a nivel global debido a la
resistencia antibacteriana (Ghosh et al., 2019). Lamentablemente, parte del
problema radica en que después de la década de los 80, solamente se han
registrado dos nuevas clases de antibiéticos, lo que evidencia que la generacion de
nuevos antibiéticos no ha avanzado a la par con el aumento de la resistencia a
antibiéticos. Por lo tanto, resulta crucial seguir explorando nuevas alternativas para
enfrentar este desafio (Gross, 2013). En la Tabla 2 se presentan diversas
estrategias en desarrollo para combatir la resistencia antibacteriana, junto con sus
ventajas y posibles desventajas. Entre las terapias mas prometedoras se encuentra
el uso de PAMSs, que, debido a su baja probabilidad de generar resistencia y su
amplio espectro de accion, representan una alternativa terapéutica sumamente
valiosa (Giuliani & Nicoletto, 2007; Browne et al., 2020).

Tabla 2. Terapias alternativas para combatir la resistencia antibacteriana

VENTAJAS SOBRE ANTIBIOTICOS POSIBLES

ESTRATEGIA  CoMERCIALES DESVENTAJAS

Inmunogenicidad
Farmacocinética
Liberacion de
endotoxinas bacterianas
Generacion de
resistencia

Farmacéuticos auto replicativos
Fagoterapia Selectivo contra cepas bacterianas especificas
Facil de trabajar para la ingenieria genética

Selectivo contra cepas bacterianas especificas Produccién
Lisinas Facil de trabajar para la ingenieria genética Falta de conocimiento
No es propenso a generar resistencia suficiente
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Puede ser utilizado para eliminar mecanismos
CRISPR/Cas9 codlflcgdos en la informacion genética

bacteriana

Selectivo contra cepas bacterianas especificas

Produccién en gran
escala costosa
Toxicidad

Produccion en gran
escala costosa
Susceptibles a protedlisis
Uso limitado a
infecciones intestinales
Produccion en gran
escala costosa

Vida util corta
Produccién en gran

Bacteriocinas Resstgnte acalory UV . ;
Selectivo contra cepas bacterianas especificas

Probiéticos Disponibilidad alta

Selectivo contra cepas bacterianas especificas

Anticuerpos N . ;
P No causa dafios al microbiota

Péptidos No es propenso a generar resistencia escala costosa
antimicrobianos  Espectro de accién amplio Susceptible a protedlisis
Toxicidad

2.5 Péptidos antimicrobianos

Los PAMs son proteinas de bajo peso molecular que constan de entre 5y 60
aminoécidos, y exhiben actividad contra diversos microorganismos, tales como
bacterias, levaduras y virus, entre otros. Los PAMs también forman parte del
sistema inmunolégico de la mayoria de los organismos y se consideran uno de los
mecanismos de defensa més antiguos descubiertos hasta la fecha (Brown &
Hancock, 2006). El descubrimiento de los PAMs se remonta a 1939, cuando se logré
extraer un agente antimicrobiano a partir de una cepa de Bacillus hallada en el suelo
(Dubos, 1939). Desde entonces, se han aislado PAMs de diversos organismos,
siendo notable el hallazgo de méas de 300 tipos distintos solo en la piel de las ranas.
Segun datos de la "Antimicrobial Peptide Database (APD)" hasta su Ultima
actualizacion en julio de 2021, se han registrado 3,283 PAMS distribuidos a lo largo
de los seis reinos de la vida. Esta distribucion es la siguiente: 371 péptidos
antibioticos de bacterias, 5 de arqueas, 8 de protistas, 22 de hongos, 361 de plantas
y 2431 de animales, incluyendo algunos péptidos sintéticos (Wang et al., 2016; APD,
2021).

2.5.1 Clasificacién de los péptidos antimicrobianos

La clasificacion mas ampliamente aceptada de estos péptidos se fundamenta en el

tipo de estructura secundaria que presentan, que puede ser q, B, a y no-af (Figura
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2). La familia alfa incluye a los PAMs con estructuras helicoidales, y ejemplos
representativos de esta familia son los péptidos Magainina-2, LL-37 y Pin2 (Zasloff,
1987; Tuerner et al., 1998; Corzo et al., 2001). La familia beta estd compuesta por
PAMS con hojas plegadas en forma de beta, y un ejemplo preeminente de esta
familia es la Alfa-defensina humana (Spencer et al.,, 2012). La familia alfa-beta
abarca estructuras que combinan ambas formas tridimensionales (p. ej. Beta
defensinas). Por ultimo, la familia no-Alfa-beta agrupa a PAMs que carecen de estas

estructuras, y un ejemplo es la indolicidina (Selsted et al., 1992; Wang, 2016).

C
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Figura 2. Clasificacion de péptidos antimicrobianos con base en su estructura secundaria. A) a-hélice; B)
hoja-B; C) estructura af; D) estructura no af; E) estructura ciclica (Wang, 2015).

Durante el proceso de plegamiento de una proteina, los aminoacidos que la
componen y los enlaces resultantes, como los puentes disulfuro y los puentes de
hidrégeno, son factores cruciales en su estructura-funcion. Lo mismo ocurre en los
péptidos, en los que, en términos generales, su secuencia define las caracteristicas

fisicoquimicas que poseeran.
2.6 Caracteristicas fisicoquimicas de los péptidos antimicrobianos

Naturalmente los PAMs son secuencias de no mas de 60 aminoacidos, pero la
mayoria de estos se encuentran entre los 10 a 30 aminoacidos de longitud.
Caracteristicamente presentan cargas positivas de entre +2 a +9 aunque la mayor
parte de estos tienen cargas entre +4 y +9, lo que quiere decir que tienen una gran
cantidad de aminoacidos cargados como arginina (Arg) lisina (Lys) o histidina (His)
(Hancock & Scott, 2000). También presentan caracteristicas anfipaticas, lo que

quiere decir que en una proyeccion helicoidal se puede observar una cara
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hidrofébica y otra hidrofilica (Pistolesi et al., 2007). La helicidad es de gran
importancia en los péptidos antimicrobianos, ya que entre mas sea la tendencia a
formar este tipo de estructura se vera aumentada la actividad antibacteriana (Huang
et al., 2014). Estas caracteristicas definen la actividad de un péptido antimicrobiano
ya que el blanco principal de es en la membrana lipidica por lo cual, las
caracteristicas fisicoquimicas mencionadas le dan la capacidad de internalizar en la

membrana (Yeaman & Yount, 2003).

2.7 Mecanismo de accién de péptidos antimicrobianos con blanco en

membrana celular

El fundamento bésico de la accion de los PAMs con blanco en membrana radica en
su capacidad de unirse y desestabilizar la membrana bacteriana. Este proceso
puede llevarse a cabo a través de diversos modelos de accidon que han sido
documentados. Sin embargo, el mecanismo general que explica la actividad de
estos PAMs se inicia con una primera interaccion entre el péptido y los lipidos
cargados negativamente presentes en la membrana lipidica bacteriana, como la
tetraoleoilcardiolipina (TOCL), la tetramiristoilcardiolipina (TMCL), la fosfatidilserina
o la fosfatidiletanolamina. Una vez establecida esta interaccion inicial, los
aminoécidos hidrofébicos presentes en los PAMs interactian con la regién interna
de la membrana, que también posee propiedades hidrof6bicas, esto resulta en la
internalizacién del péptido (Figura 3). A medida que la concentracion de péptidos
aumenta, también se incrementan las internalizaciones en la membrana, lo que
conduce a la formacion de poros y a la degradacion de la membrana v,
eventualmente, a la lisis celular (Jean-Francois et al., 2008; Epand & Epand, 2010;
Boparai & Sharma, 2020).
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Figura 3. Mecanismo de accién de péptidos antimicrobianos con blanco en membrana celular. A) interaccion inicial. B)
Internalizacidn. C)Internalizacidn completa del péptido (Tomado y modificado de Fjell et al., 2012).




Pagina |15

En particular, se han identificado tres modelos de accion en los PAMs. El primero
de ellos es el modelo de "alfombra”, en el cual los péptidos se disponen
paralelamente a la membrana. A concentraciones elevadas, se produce una
desestabilizacién de la membrana plasmatica, lo que resulta en dafios estructurales
de la membrana que debilitan su resistencia y en la formacién de productos mas
pequefios compuestos por péptidos y lipidos de la membrana. Figura 4, seccion A
(Shai & Oren, 2001; Correa et al., 2019). Por otro lado, también se conocen los
mecanismos de formacion de poros tipo "toroidal" y del modelo de "barril sin fondo".
En el caso del poro tipo toroidal, los PAMs se posicionan inicialmente de manera
lateral en la membrana y luego se internalizan en ella. El poro toroidal se forma
debido a estructuras de PAMs que no estan ordenadas entre ellas, sino que las
cabezas polares de los fosfolipidos interrumpen su ordenamiento, asi, el poro
toroidal es caracteristicamente desordenado. Figura 4, seccion C (Matsuzaki et al.,
1995; Omardien et al., 2018). Finalmente, el modelo de barril sin fondo implica que
los péptidos se agregan en varias unidades, interaccionando entre ellos mismos y
formando un poro de libre transito para iones y agua. Por lo tanto, el poro de barril
sin fondo se conoce como un poro altamente ordenado. Figura 4, seccion B (Lipkin
& Lazaridis, 2015).

Modelo de poro toroidal

Disgregacion de la
membrana

Figura 4. Modelos del mecanismo de accién de los péptidos antimicrobianos con blanco en membrana celular.
(Tomado y modificado de Huan et al., 2020).
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2.8 Disefio de péptidos antimicrobianos cortos y su potencial terapéutico

En los ultimos afios, se ha dado un crecimiento significativo en el disefio de PAMs.
La base de datos "Database of Antimicrobial Activity and Structure of Peptides”
(DBAASP), disponible en https://dbaasp.org/, ha aumentado tan solo de 2020 a
2023 de 15,000 secuencias reportadas a 17,303. Otro recurso, el "Data Repository
of Antimicrobial Peptides" (DRAMP), en http://dramp.cpu-bioinfor.org/, presento en
2019 1440 PAMs sintéticos, de los cuales solo 80 tienen menos de 20 aminoacidos
y a la fecha (noviembre 2023) se encuentran depositadas 1800 secuencias
sintéticas. El disefio de péptidos cortos ofrece multiples ventajas, ya que se puede
partir de una secuencia base, que puede provenir de un PAM previamente
caracterizado, y realizar modificaciones puntuales, como cambios en aminoacidos
especificos o la introduccion de grupos quimicos como amidas. Ademas, es posible
incorporar aminoacidos no naturales o modificados (Figura 5), pero el aspecto
fundamental de disefar péptidos cortos es reducir los costos de sintesis asociados
(Hans et al., 2006).

Disefio computacional
guiado de PAMs

Secuencia inicial Sin secuencia

(de novo)

Relacion
cuanfitativa o Insercién de Algoritmos
ESI‘I’UC!‘I:II’G- De novo Linguistico patrones evolutivos
funcion
(QSAR) || | | —
- Basados en
- Descriptores receptor - Identificacion - Analisis de
moleculares - Basados en - Patrones de base de datos
g o o de patrones .
- Caracteristicas ligando aminodcidos £ - Descriptores
o o T - Métodos de -
fisicoquimicas - Muestreo de - Aminodcidos . o de actividad
o insercion de . .
- Actividad estructura conservados e - Aprendizaje
=4 q aminodcidos
antimicrobiana - Muestreo al prefundo
azar

Bioensayos y caracterizacion

Figura 5. Estrategias para el disefio computacional de PAMs (tomado y modificado de Cardoso et al., 2020).
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2.8.1 Ingenieria de proteinas aplicada a las herramientas para el disefio

racional de péptidos antimicrobianos

La ingenieria de proteinas comprende un conjunto de técnicas aplicadas para la
mejora o disefio de estos con funciones especificas (Bornscheuer et al., 2012). Esta
estrategia se ha llevado al desarrollo de péptidos antimicrobianos donde el objetivo
principal es encontrar secuencias que, al ser alteradas, permitan modificar su
actividad y/o estabilidad (Acebes et al., 2016). Para generarlos, se pueden seguir
dos enfoques: el disefio racional y la evolucion dirigida. Una diferencia significativa
entre ambos radica en el costo de produccién, ya que el disefio racional requiere
conocimiento previo sobre la estructura del péptido con el que se trabaja, mientras
qgue la evolucion dirigida comprende ensayos de prueba y error, lo cual puede
aumentar los costos de produccion y el tiempo de generacién de un péptido deseado
(Tiwari et al., 2012). Junto con el disefio de péptidos, las herramientas
computacionales se han vuelto indispensables para los investigadores. El uso de
estas herramientas ha dado paso al disefio "in silico", que surge de la necesidad de
generar moléculas con una aproximacion precisa a la actividad deseada sin requerir
grandes recursos (Tiwari et al., 2012). Estas herramientas permiten un nivel atbmico
de precision en el disefio de proteinas y se basan en modelos matematicos que
simulan las distintas fuerzas fisicas y quimicas que actian en el entorno natural de
las proteinas (Poluri & Gulati, 2017). La Dinamica Molecular es una herramienta util
para el disefio de nuevos PAMs. Se trata de un calculo basado en la mecénica
molecular que simula movimientos de particulas, atomos o moléculas en sistemas
bioldgicos. Esta técnica integra las ecuaciones clasicas de movimiento de Newton
para todas las particulas del sistema simulado (Gelpi et al., 2015; Childers et al.,
2017). Mediante esta técnica, se han disefiado distintos PAMs, como el péptido IL-
K7F89, variante del péptido Indolicin que mediante disefio dirigido utilizando
dindmica molecular, se logr6 identificar que al mutar los aminoacidos Pro7, Trp8 y
Trp9 por Lys7, Phe8 y Phe9 la actividad antibacteriana se mantuvo frente a E. coli
con una CMI de 8 pM que es no tan alejada a la de Indolicin (2 uM) pero
notablemente la hemdlisis fue reducida del 100 % al 5 % en estas mismas

concentraciones (Tsai et al., 2009). También se han desarrollado péptidos con alta
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estabilidad a la degradacion proteolitica, ambientes de pH acido y condiciones de
alta salinidad, esto en vista de poder mantener su actividad en los diferentes
ambientes de posible aplicacion como terapéuticos, agricolas y alimenticios. Por
ejemplo, Vishweshwaraiah et al., (2021) disefiaron los péptidos HSEP3-TC y
HSEP3D que, mediante sustituciones puntuales, mantuvieron actividad
antibacteriana frente a E. coli y S. aureus incluso en condiciones extremas de pH,
lo cual los hace péptidos con potencial para su aplicacibn como conservadores de
alimentos.

En afios recientes, una tendencia en el disefio de PAMs ha sido utilizar secuencias
de PAMs conocidos. Por ejemplo, el péptido LL-37 muestra actividad antibacteriana,
pero consta de 35 aminoacidos. Wang et al., (2014) disefiaron los péptidos cortos
de 17F2, 17BIPHE2, 17Naph-mF que son basados en la secuencia de LL-37, y
contienen cambios puntuales que impactan directamente en las cavidades
hidrofébicas que se visualizaron mediante la estructura tridimensional y que, a su
vez, estos cambios demostraron ser efectivos tanto contra bacterias como
Enterococcus faecium, S. aureus, y P. aureginosa y también ser estables frente a
proteasas bacterianas. Las secuencias base para el desarrollo de nuevos PAMS
cortos pueden provenir de diversas fuentes, como se mencioné anteriormente, ya
gue los PAMs se distribuyen en diversos organismos (Hancock & Scott, 2000). Solo
en animales, segin APD, se registran 2431 péptidos provenientes de animales,
siendo los artrépodos, como los escorpiones lo mas presentes con 91 secuencias
registradas, lo cual los hace una fuente significativa de PAMs (Wang & Wang, 2016;
APD, 2021).

2.9 Péptidos Pandinin 1y Pandinin 2

En el afio 2001, se identificaron dos péptidos en el veneno del alacran africano
Pandinus imperator, denominados Pandinin 1 (Pinl) y Pandinin 2 (Pin2). Estos
péptidos poseen actividad antimicrobiana y se evaluaron contra diversas bacterias
Gram+ como Bacillus subtilis, Staphylococcus epidermidis, Enterococcus faecalis,
Staphylococcus aureus, asi como contra las bacterias Gram- Pseudomonas

aeruginosa y Escherichia coli, ademas de la levadura Candida albicans. Se
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determinaron las concentraciones minimas inhibitorias (CMI) de ambos péptidos
para las distintas cepas bacterianas. En las bacterias Gram+, las CMI variaron entre
2.4y 4.8 micromolares (UM), mientras que en las cepas Gram- oscilaron entre 19.1
y 38.2 uM. Para C. albicans, la CMI fue de 19.1 pM. Aunque ambos péptidos
mostraron actividad contra estas cepas, su eficacia fue menor en las bacterias
Gram- (Corzo et al., 2001). Pin2, en particular, resulta de mayor interés debido a
sus caracteristicas helicoidales y actividad de amplio espectro. Este péptido consta
de 24 aminoécidos y presenta una estructura de doble hélice que se origina por la
presencia de una prolina en la posicion 14 del péptido (Tabla 3). Sin embargo, se
observo una notable actividad hemolitica en experimentos in vitro de alrededor del
55 % (mayor en Pin2), asi como una elevada susceptibilidad a la degradacion
proteolitica, lo que limita su uso terapéutico (Corzo et al., 2001). El residuo de prolina
en la region central de ambos péptidos esta vinculado con su actividad hemolitica,
ya que otros péptidos como la Melitina y la Pardaxina también presentan este
residuo central de prolina. Por otro lado, en el caso de la Magainina, un péptido
similar a Pinl y Pin2 con estructura alfa-hélice aislado de la piel de la rana Xenopus
laevis, esta prolina central no existe, siendo reemplazada por una glicina en su
region central, ausencia que se relaciona con una menor actividad hemolitica. Esto
sugiere que la alteracion de estos residuos centrales podria influir en la regulacién
de su actividad hemolitica (Rodriguez, 2012). Lo mismo ocurre con los péptidos
Oxipinins 1 y 2 de la arafla Oxyopes kitabensis, que carecen de prolina en su
posicion central y presentan valores de hemolisis no mayores al 20% en
concentraciones de 10 uM y CMis de 6.2 uM para ambos péptidos (Corzo et al.,
2002). Para mitigar los efectos hemoliticos de Pin2, se ide6 una alternativa: disefiar
variantes de Pin2 mediante la modificacion del residuo de prolina 14 con una
combinacion de aminoacidos estructuralmente mas flexibles, con el fin de reducir su
actividad hemolitica. Se sintetizaron varias variantes de Pin2, en las cuales el P14
fue sustituido por aminoacidos G, V, GV, VG, GPG, GVG y GPV, basandose en las
secuencias de Oxipininas 1y 2.

Estas variantes dieron lugar a cambios en las propiedades fisicoquimicas del

péptido parental Pin2, los cuales se manifestaron Unicamente en su actividad
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hemolitica. Todas las variantes mostraron una CMI de 12.5 uM contra la cepa
Staphylococcus aureus ATCC 25923, igual a la reportada previamente para el
péptido Pin2. La actividad hemolitica se redujo en la mayoria de las variantes,
siendo Pin2GPG la menos hemolitica con una disminucion del 70 % en comparacion
con Pin2. La Unica variante que mantuvo una alta actividad hemolitica, incluso por
encima a la de Pin2, fue la variante Pin2G (Rodriguez, 2012). Una alternativa que
se empled para abordar el problema de la estabilidad proteolitica de Pin2 fue la
sintesis del diastereocisébmero de Pin2, denominado péptido D-Pin2, mediante
sintesis quimica. Este péptido present6 una alta estabilidad ante enzimas
proteoliticas, ya que Unicamente el 43 % fue degradado por la tripsina bovina ni la
elastasa humana durante un periodo de 24 horas, a diferencia de L-Pin2, que se
degradd hasta en un 67 %. Sin embargo, al afiadir ambos péptidos al sobrenadante
de P. aeruginosa, una bacteria que secreta enzimas proteoliticas, se generaron dos
fragmentos de 11 y 15 aminoé&cidos. En cuanto a su actividad antimicrobiana, D-
Pin2 demostro una CMI de 12.5 uM contra S. aureus (ATCC 29213), E. coli (ATCC
25922), Streptococcus agalactiae (ATCC 12386) y dos cepas de P. aeruginosa
(ATCC 27853) en ensayos de difusion en agar. Se observo que D-Pin2 no solo
presentaba una reduccion en su actividad hemolitica del 20 % al 15 %, sino que
también mostraba mayor estabilidad frente a proteasas (Carmona et al., 2013).
Como se menciond, se ha reportado la generacion de péptidos cortos a partir de la
degradacion proteolitica de Pin2, dando origen a los péptidos VC11/L-Pin2 y
VC15/L-Pin2, cuyas secuencias y caracteristicas se detallan en la tabla 3 (Carmona
et al., 2013).

El péptido VC15 conservo la actividad antibacteriana del parental Pin2, con una CMI
de 6.25 pM frente a S. agalactiae inhibiendo por completo el crecimiento de este,
mientras que frente a E. coli se observd una inhibicion del crecimiento de hasta 12
horas con la concentracién de 50 uM. Cabe resaltar que las pruebas de hemolisis
realizadas con este péptido unicamente se observaron hasta un 5 % de hemalisis
(Gonzalez et al., 2020).



Tabla 3: Caracteristicas de los péptidos Pin2 y la variante corta VC15

Pagina |21

Carga
neta
Pin2 +3

Ascafina-8 +4

CMI

Hidrofobicidad Gram

(%)

50

60
57

+
(HM)

CMI

Hemolisis
Gram- 0/)
(M) (%
19.1-38.2 55
>50 5
6 5

GRAVY

0.329

0.81
0.73

Boman
(kcal/mol)

0.05

-1.18
-0.39




Pagina |22

3. JUSTIFICACION

Frente al aumento alarmante de los indices de resistencia antimicrobiana en todo el
mundo y la falta de avances significativos en la creacion y aceptacion de nuevas
moléculas antimicrobianas, se hace mas Iimperativo proponer soluciones
innovadoras que generen alternativas solidas para contrarrestar este fenomeno. La
prevalencia de microorganismos multirresistentes ha acentuado la necesidad de
explorar nuevas estrategias terapéuticas que permitan enfrentar infecciones que
resisten los tratamientos convencionales. En la busqueda por abordar esta
problematica, nuestro grupo de investigacion ha dedicado esfuerzos en la
evaluacion de la eficacia de variantes de PAMs. Una de estas variantes de interés
es el péptido VC15, caracterizado por su corta secuencia y su actividad demostrada
frente a cepas bacterianas tanto Gram+ como Gram-. Sin embargo, resulta
relevante destacar su eficacia relativamente limitada contra las bacterias Gram-, lo
gue a su vez restringe el espectro global de accién del péptido. No obstante, se ha
logrado una mejora considerable al reducir de manera significativa su actividad
hemolitica en comparacién con su parental, Pin2. Junto a las investigaciones
experimentales, la integracion de herramientas de bioinformatica ha revelado un
potencial inmenso en el campo de la investigacion de péptidos antimicrobianos.
Estas técnicas computacionales se han demostrado invaluables tanto en el disefio
y produccién de nuevos agentes antimicrobianos como en la mejora de la
funcionalidad de los existentes. El uso de herramientas de bioinformatica ofrece un
enfoque sistematico para abordar el intrincado panorama de la actividad
antimicrobiana, las interacciones moleculares y los determinantes estructurales. En
este contexto, proponemos la integracién de metodologias de bioinformatica para el
disefio racional de nuevos PAMs, teniendo como base la secuencia del péptido
VC15.

4. HIPOTESIS

Mediante enfoques bioinformaticos sera posible generar variantes del péptido VC15

gue tengan una mayor actividad contra bacterias Gram-.
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5. OBJETIVO GENERAL

Desarrollar variantes potencialmente mas activas del péptido antimicrobiano corto

VC15 utilizando técnicas bioinforméaticas.

5.1 Objetivos especificos

1. Identificar secuencias conservadas en los PAMs obtenidos de las diferentes
bases de datos.

2. Generar variantes utilizando como base la secuencia de VC15.

3. Seleccionar variantes que presentan una mayor energia de interaccion y
penetracion con membranas de tipo Gram- asi como las que presenten una
mejor calificacion en los predictores de los servidores utilizados.

4. Identificar los péptidos que presenten mejor interaccion con membranas

lipidicas Gram- mediante dinAmica molecular.



6.

METODOLOGIA GENERAL

1. SECUENCIAS CONSENSO
-DRAMP
-DBAASP
-APD
2. MODIFICACION DE PROYECCION
HELICOIDAL DE VC15

CRITERIOS PARA SELECCIONAR
VARIANTES:
Fisicoquimicos
* Carga
* Hidrofobicidad
*  GRAVY
* Boman

Actividad antimicrobiana
Actividad hemolitica
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7. METODOLOGIA

7.1 Generacioén de variantes

Tal como se menciond previamente, la ingenieria de proteinas y péptidos se puede
abordar mediante dos enfoques: evolucion dirigida o disefio racional. El primero
implica cambios aleatorios en las proteinas, a través de ensayos y errores. En
contraste, el disefio racional se basa en el conocimiento de la estructura-funcion de
las proteinas, donde se introducen cambios especificos en secuencias relacionadas
con la funcion de interés. Kim et al., (2014) propusieron criterios para el disefio de
péptidos antimicrobianos, que incluyen:

1) Estructuras alfa-helicoidales anfipaticas, con residuos hidrofébicos y polares
convergiendo en lados opuestos del eje helicoidal.

2) Estrategias para evitar sitios de corte proteolitico mediante residuos
hidrofébicos y polares en sitios profundos, gracias a aminoacidos con
cadenas alifaticas largas (Val, Leu, lle, GIn).

3) Hidrofobicidad <50%.

4) Carga neta positiva de entre +3 a +7

5) Longitud del péptido no mayor a 20 aminoacidos.

Con el objetivo de generar una proyecciéon anfipatica, se efectuaron ajustes en la
proyeccion helicoidal del péptido VC15. Partiendo de esta proyeccién, 6 variantes
se generaron utilizando leucina (L) hasta tener una proyeccion anfipatica, donde el
aminoécido lisina (K) fue utilizado como aminoacido polar en la cara hidrofilica. Una
vez teniendo esta proyeccion, se generaron 3 variantes utilizando Isoleucina,
Unicamente cambiando los aminoacidos L previamente afiadidos. Este mismo
proceso se llevé a cabo con Glicina, y Valina (Figura 6). Estos ajustes se realizaron
manteniendo las caracteristicas fisicoquimicas dentro de los rangos comunmente
reportados en diversos péptidos antimicrobianos, tales como hidrofobicidad, carga
neta, indice de Boman, GRAVY, entre otros. Para llevar a cabo estas
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modificaciones, se empled la herramienta "Manual mutation" del servidor HeliQuest

(Disponible en: https://heliquest.ipmc.cnrs.fr/).
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Figura 6. Variantes obtenidas modificando la proyeccion helicoidal del péptido VC15. En azul se encuentran representados
los residuos positivos; en amarillo se representan los residuos no polares o hidrofébicos; en morado se representan las
serinas; en verde se representan las prolinas y en gris alaninas y glicinas.

7.1.1 Generacion de variantes a través de aminoacidos conservados

Para determinar aminoacidos conservados, se llevé a cabo una bulsqueda en las
siguientes bases de datos:
a) Antimicrobial Peptide Database (APD, disponible en:
https://aps.unmc.edu/)
b) Database of Antimicrobial Activity and Structure of Peptides (DBAASP,
disponible en: https://dbaasp.org/)
c) Data Repository of Antimicrobial Peptides (DRAMP, disponible en:
http://dramp.cpu-bioinfor.org/)


https://heliquest.ipmc.cnrs.fr/
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La basqueda se efectud siguiendo los siguientes criterios:

a) Longitud entre 10 y 20 aminoacidos.

b) Péptidos con estructura 3D registrada.

c) Ausencia de aminoacidos inusuales o modificaciones en los extremos

amino y carboxilo.

d) Presentacion de una estructura secundaria en alfa-hélice.

e) Reporte de actividad ante E. coli.
Una vez obtenidas las secuencias, se realizé un alineamiento utilizando el servidor
ClustalOmega, disponible en https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/. Estos
alineamientos fueron visualizados mediante el software Jalview.
La base de generacion de variantes utilizando esta metodologia fue usar los
aminoacidos mas conservados en la region del amino y carboxilo terminal, que de
acuerdo con los alineamientos realizados son: Fenilalanina (F), Lisina (K), Arginina
(R), Leucina (L) y Glicina (G). Tomamos como base la secuencia completa de VC15
(FWGALAKGALKLIPS) que cumple con la F en el amino terminal por lo cual los
cambios iniciales se realizaron en el carboxilo terminal, generando variantes
cambiando el aminoacido S15G, P14K, también se cambi6 L12V y A6L todo esto
de acuerdo con el alineamiento y analisis de las secuencias consenso y VC15 una
vez realizados estos cambios se generaron variantes afiadiendo un aminoacido
cargado en el amino terminal. También, se generaron variantes cambiando entre K,

R o H para las cargas de las variantes (Figura 7).

1 6 1 1 B
FIWGA - LAKIGALK|[LIP|-|---S-|-| ¢«=mmm \/C15
FILSH- |- -|- - - -\VNWKLFKILG| ]
FIIGL-NLKALLA KILLKAAG Secuencias
KRIVKKLKWLRK Sl-=-=--- T base
KKSFKKLKKAKK AAVKI -|-| i

Figura 7. Alineamiento de la secuencia de VC15 y las secuencias consenso obtenidas de los alineamientos realizados.
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7.2 Andlisis de componentes principales

A partir de las secuencias recopiladas de las bases de datos mencionadas
previamente, se realiz6 un analisis de componentes principales mediante una matriz
de correlacién. Para llevar a cabo este andlisis multivariado, se empleé el software
estadistico Minitab 19, el cual esté disponible en: https://www.minitab.com/es-mx/.
Para obtener los datos de los descriptores moleculares de los péptidos, se utilizo el
programa “Peptides”, que forma parte del paquete de programacién R (Osorio et al.,
2015). Este programa proporcioné detalles acerca del peso molecular, carga neta,
punto isoeléctrico, indice alifatico, indice de inestabilidad, indice de Boman, indice
de hidrofobicidad y momento hidrofébico de cada secuencia.

La prediccion de la hemdlisis para cada secuencia se obtuvo mediante el servidor
HemoPi. Se empled la herramienta “Virtual Screening” junto con el método HemoPI-
2 SVM + Motif, que asign6 a cada secuencia una puntuacion en una escala que
varia de 0 a 1, donde valores cercanos a 1 indican una mayor propension a la
hemolisis (Anexo D). Con el analisis de componentes principales se pueden
observar correlaciones entre descriptores moleculares y actividades no deseadas
como la hemolisis, debido a esto, la correlacién de las variantes disefiadas con estos
descriptores fue un parametro para la desercién de variantes con esta actividad no
deseada (Greco et al., 2020).

7.3 Estudio de interaccién mediante los servidores “FMAP2.0” y “PPM3.0”

Una vez obtenidas las variantes, se emplearon los servidores "FMAP2.0" y
"PPM3.0" para predecir la capacidad de los péptidos de formar una estructura de
alfa hélice estable en membranas lipidicas. Estos servidores también facilitaron la
generacion de modelos con todos los atomos (All-atom) de la interaccion del péptido
con las membranas lipidicas. El servidor "PPM 2.0", basado en el modelo de
posicionamiento de proteinas en membranas, calcula las energias de union y las

posiciones espaciales de moléculas como proteinas y péptidos (Lomize et al., 2011).

7.4 Predicciéon de estructura secundaria
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La prediccion de la estructura terciaria se llevé a cabo utilizando los servidores |-
TASSER (Yang et al.,, 2015) y PEP-FOLD3.5 (Lamiable et al., 2016). Estos
servidores fueron seleccionados debido a su capacidad para predecir estructuras
de péptidos con menos de 30 aminoacidos con una precision del 95%, con
variaciones en la desviacion cuadratica media o RMSD (Root Mean Square
Deviation) de 0.08 a 2.0 A.

Las variantes se modelaron en [-TASSER utilizando plantillas de proteinas
identificadas por LOMETS (Local Meta-Threading Server). Este ultimo aplica un
método de lectura y alineacion de secuencias depositadas en la base de datos
Protein Data Bank (PDB), generando una prediccion de estructura 3D basada en la
secuencia de mayor similitud y el menor Z-score. La mejor estructura de cada
variante se seleccion6 en funcion del C-score, que se puntla en un rango de -5 a 2,
siendo la estructura con el C-score mas alto la mas confiable

Para validar la prediccién de la estructura tridimensional de las variantes, se empleo
la herramienta "web-based de novo" PEP-FOLD3. Este algoritmo utiliza una
secuencia en formato FASTA de las variantes que se desean modelar. El algoritmo
se configuré para llevar a cabo 100 simulaciones, y los modelos resultantes se
clasificaron segun sus energias sOPEP, siendo el mejor modelo aquel que obtuvo

la menor energia
7.5 Estudios de dinamica molecular

Las estructuras utilizadas en este trabajo comprendieron las variantes (VC15FL,
VC15H, VC15HK y VC15RH) y VC15, previamente obtenidas mediante el servidor
ITASSER en formato PDB. Los estados de protonacion se asignaron utilizando la
herramienta PDB2PQR (Disponible en:

https://server.poissonboltzmann.org/pdb2par) considerando un pH de 7.5. Se

analizé el comportamiento del péptido por dinamica molecular tanto en forma
transmembranal (TM) como fuera de la membrana, a una distancia de 3 A, en un
mismo sistema. Esto se realizd para optimizar los recursos computacionales y
examinar diversas interacciones del sistema. Ademas, se estudio el

comportamiento de los péptidos en solucion acuosa; para ello, se insertd una


https://server.poissonboltzmann.org/pdb2pqr
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molécula de cada péptido en una caja de 10x10x10 nm”3. Todos los sistemas se
construyeron por cuadruplicado utilizando la herramienta "Membrane Builder" del
servidor CHARMM-GUI (Disponible en: https://www.charmm-gui.org/?doc=input).
Las simulaciones de dindmica molecular se llevaron a cabo con el software
GROMACS 2019.2 (Abraham et al., 2015), utilizando el campo de fuerza
CHARMM36m (Huang et al., 2017). La temperatura se mantuvo a 303.15 °K y los
sistemas se acoplaron por separado (péptido y solvente). Se empled un intervalo de
tiempo (time step) de 2 femtosegundos (fs) para el integrador (leap-frog). El
movimiento de hidrogenos se ajustdé mediante el algoritmo LINCS. Para calcular las
fuerzas electrostaticas, se aplico el algoritmo "Particle mesh Ewald" con un radio de
corte (Cutoff) de 1.2 nm. Las condiciones se detallan en la tabla 4 para cada sistema

analizado.

Tabla 4: Caracteristicas de los sistemas disefiados para el estudio de dindmica molecular.

PEPTIDO SISTEMA CONFORMACION NUMERO TIEMPO
ATOMOS SIMULACION
PIN2 POP%{ ;OPG Monomero TM 68317 250 ns
Mondmero TM
POPCIPOPS Monsmero 68468 500 ns
VC15 : extracelular
Acuoso Mondmero 18299 500 ns
POPC/IPOPG Mondmero TM
8.2 Monomero 68468 500 ns
VCI15FL . extracelular
Acuoso Mondmero 18299 500 ns
POPC/IPOPG Mondmero TM
g2 Monomero 68468 650 ns
VC15H . extracelular
ACUOSO Monémero 18299 500 ns
POPC/POPG Monédmero TM
g2 Mondémero 68468 650 ns
VC15HK . extracelular
AcCu0SsO Mondmero 18299 500 ns
Mondémero TM
POP%{ ;’OPG Monémero 68468 650 ns
VC15RH . extracelular
Acuoso Mondmero 18299 500 ns
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Una vez finalizada la etapa de simulacion, se procedio a emplear el programa
g_lomepro (Gapsys et al., 2013) para llevar a cabo una evaluacion de diversos
parametros en la membrana. Entre estos pardmetros se incluyen el grosor y el area
por lipido, los cuales ayudan a definir el sistema con y sin péptido, lo que permite la
interpretacion de la dinamica de interaccion. Ademas, se utilizaron las herramientas
facilitadas por GROMACS para llevar a cabo un andlisis de la densidad tanto de los
péptidos como de las cabezas polares de los lipidos en los tramos iniciales y finales
de cada simulacion, abarcando 100 ns en cada extremo. Asimismo, se realizo un
estudio del recorrido del péptido a lo largo de la totalidad de la simulacion,
permitiendo una comprension detallada de su comportamiento y sus interacciones

con la membrana lipidica.

7.5 Caracterizacion bioinformética de los péptidos seleccionados

Como se describié anteriormente, los PAMs tienen caracteristicas fisicoquimicas
que definen su potencial antibacteriano. Para caracterizar los péptidos que se
obtuvieron a partir de las pruebas computacionales, se emple6é el programa
“Peptides” (Osorio et al., 2015). Que utiliza el paquete de programacion R y que nos
ofrece un calculo de las diferentes caracteristicas fisicoquimicas que son

importantes para los PAMs (Figura 8).

Longituq ;2-50
7.5.1 Caracterizacion mediante aminoseidos
Momento
hidrofébico

serv | d ores (valores menores

a0.2)

Hidrofobicidad
del 50%

En la actualidad, existen multiples servidores indice de GRAVY

(Por encima a
0.5)

Carga positiva
entre +2 - 49

web gratuitos que desempefian un papel

indice de Boman
(Valores negativos

fundamental en diversos aspectos de Ila o cercanos 2 0)

b|0|nf0rmét|ca. En el é.mblto eSpeCiﬁCO de IOS Figura 8. Caracteristicas f|s|coquim|cas

L L. .. . presentes en los PAMs (Osorio et al., 2015)
péptidos antimicrobianos, se encuentran
disponibles servidores que brindan una evaluacion exhaustiva de las secuencias de
péptidos, ofreciendo informacion valiosa para distintos propositos. En este estudio,

hemos utilizado los siguientes servidores:
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a) Antimicrobial Peptide Scanner vr2: Este servidor asigna una puntuacion a
los péptidos de interés en una escala del 0 al 1, donde un valor de 1 indica
una mayor probabilidad de ser un péptido bioactivo. Puede accederse a
través del siguiente enlace: https://www.dveltri.com/ascan/v2/about.html
(Veltri et al., 2018).

b) iIAMPpred: Un servidor que predice la actividad antibacteriana, antifiangica
o antiviral de nuestras secuencias peptidicas. Se encuentra disponible en:
http://cabgrid.res.in:8080/amppred/index.html (Meher et al., 2017).

¢) HemoPi: Ofrece una prediccidn sobre la propension hemolitica de nuestras
secuencias peptidicas. Puede accederse aqui:
https://webs.iiitd.edu.infraghava/hemopi/index.php (Chaudhary et al., 2016).

d) ToxinPred: Este servidor evalUa la toxicidad de las secuencias peptidicas.
Puede consultarse en: https://webs.iiitd.edu.in/raghava/toxinpred/index.htmi
(Gupta et al., 2013).

e) AllerTOP v. 2.0: Utilizamos este servidor para identificar posibles efectos
alergénicos en nuestras variantes. Puede accederse a través de:
http://lwww.ddg-pharmfac.net/AllerTOP/method.html (Dimitrov et al., 2014).
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8. RESULTADOS Y DISCUSION

8.1 Variantes generadas a partir de la modificacion de la proyeccién helicoidal

A través de esta estrategia, se generaron un total de 19 variantes que se encuentran
visualizadas en el Anexo A donde se encuentran las proyecciones helicoidales
obtenidas. La tabla 5 detalla las secuencias y caracteristicas fisicoquimicas de estas

variantes propuestas.
8.2 Variantes obtenidas a partir de la busqueda de aminoacidos conservados

Se obtuvieron un total de 217 secuencias de péptidos de las tres bases de datos
con los criterios de longitud de 12 a 15 aminoécidos, sin ninguna modificacion ni
presencia de aminoacidos inusuales y estructura de alfa helice. Se genero el Anexo
B donde se encuentran depositadas cada secuencia junto con los descriptores
moleculares utilizados. Posteriormente, se procedié a alinear estas secuencias en
funcién de su longitud mediante la herramienta MUSCLE del servidor ClustalOmega
(Madeira et al., 2022, disponible en: https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) y se
visualizaron para su analisis utilizando el software Jalview 2.11.2.2 y el servidor
WebLogo (Waterhouse et al., 2009). Con los alineamientos completados, se obtuvo
una secuencia consenso de cada base de datos, la cual se utilizé posteriormente
en la generacion de variantes y tambien, después de visualizarse y analizarse se
genero el anexo B y C donde se encuentran los alineamientos realizados y las
graficas de la conservacion de aminoacidos observada a traves de los alineamientos
realizados.

Utilizando esta metodologia, se generaron un total de 18 variantes (Tabla 6) que
posteriormente fueron sometidas a analisis mediante la herramienta "Peptides"” para
obtener las caracteristicas fisicoquimicas de cada secuencia y determinar Si

cumplen con los rangos establecidos previamente.



VARIANTE

VC15-LV1
VC15-LV1.1
VC15-LV1.2
VC15-LV1.3
VC15-LV1.4
VC15-LV1.5
VC15-GV2.2
VC15-GV2.3
VC15-GV2.4
VC15-GV2.5
VC15-IvV3.2
VC15-1V3.3
VC15-1V3.4
VC15-1V3.5
VC15-VV3.2
VC15-VV3.3
VC15-VV3.4
VC15-VV3.5
VC15-FL

SECUENCIA

FWKALAKGALKLIPS
FWKKLAKGALKLIPS
FWKKLLKGALKLIPS
FWKKLLKWALKLIPS
FWKKLLKWLLKLIPS
FWKKLLKWLKKLIPS
FWKKGGKGALKLIPS
FWKKGGKWALKLIPS
FWKKGGKWGLKLIPS
FWKKGGKWGKKLIPS
FWKKIIKGALKLIPS
FWKKIIKWALKLIPS
FWKKIIKWILKLIPS
FWKKIIKWIKKLIPS
FWKKVVKGALKLIPS
FWKKVVKWALKLIPS
FWKKVVKWVLKLIPS
FWKKVVKWVKKLIPS

FWKFALFWFFKLIPS

CARGA NETA

% DE RESIDUOS
HIDROFOBICOS

60
53
53
60
60
53
40
47
40
33
53
60
60
53
53
60
60
53

73

INDICE DE
BOMAN

-0.75
-0.26
-0.47
-0.56
-0.77
-0.07
0.06
-0.03
0.02
0.72
-0.47
-0.56
-0.77
-0.07
-0.35
-0.44
-0.59
0.10

-1.44

GRAVY
(HIDROPATICIDAD)

0.58
0.20
0.30
0.30
0.43
-0.08
-0.22
-0.26
-0.40
-0.92
0.42
0.39
0.57
0.06
0.39
0.35
0.51
0.00

1.06

Tabla 5. Variantes obtenidas mediante la modificacion de la proyeccién helicoidal del péptido VC15 y sus caracteristicas fisicoquimicas.

INDICE DE
MOMENTO
HIDROFOBICO

0.57
0.71
0.73
0.72
0.76
0.83
0.66
0.66
0.64
0.72
0.77
0.76
0.83
0.89
0.73
0.72
0.77
0.84

0.38
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INDICE DE
HIDROFOBICIDAD

0.29
0.15
0.18
0.20
0.23
0.06
0.10
0.12
0.11
-0.06
0.22
0.24
0.29
0.12
0.18
0.20
0.23
0.06
0.58



Tabla 6. Variantes propuestas mediante cambios puntuales utilizando aminoacidos conservados.
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CARGA % DE RESIDUOS iNDICE DE GRAVY iNDICE DE MOMENTO iNDICE DE
VARIANTE SECUENCIA NETA ﬁIDROFOBICOS BOMAN (HIDROPATICIDAD) HIDROFOBICO HIDROFOBICIDAD
VC15-KG FWGALAKGALKLIKG 3 60 -1.11 0.68 0.62 0.36
VC15-VIKG FWGALAKGALKVIKG 3 60 -1.05 0.71 0.62 0.36
VC15-L FWGALLKGALKVIKG 3 60 -1.25 0.84 0.64 0.39
VC15-K KFWGALLKGALKVIKG 4 56 -0.83 0.55 0.64 0.27
VC15-HG HFWGALLKGALKVIKG 3 56 -0.89 0.59 0.64 0.34
VC15-R RFWGALLKGALKVIKG 4 56 -0.24 0.51 0.64 0.21
VC15-H HFWGALLHGALHVIHG 0 56 -1.05 0.72 0.37 0.55
VC15-RRRR | RFWGALLRGALRVIRG 4 56 151 0.4 0.89 0.01
VC15-KKHH | KFWGALLKGALHVIHG 2 56 -0.94 0.63 0.47 0.41
VC15-HKHH | HFWGALLKGALHVIHG 1 56 -1.00 0.6 0.47 0.48
VC15-HHHK | HFWGALLHGALHVIKG 1 56 -1.00 0.68 0.45 0.48
VC15-HK HFWGALLHGALKVIKG 2 56 -0.94 0.63 0.54 0.41
VC15-HKH HFWGALLHGALKVIHG 1 56 -1.00 0.68 0.47 0.48
VC15-RFH RFWGALLRGALHVIHG 2 56 0.23 0.56 0.63 0.28
VC15-HF HFWGALLRGALHVIHG 1 56 -0.41 0.64 0.56 0.41
VC15-RF RFWGALLRGALRVIKG 4 56 0.93 0.43 0.82 0.08
VC15-HFH HFWGALLHGALHVIRG 1 56 -0.41 0.6 0.53 0.41
VC15-RH RHFWGALLHGALHVIRG 2 53 0.49 0.34 0.53 0.24
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8.2.1 Analisis de componentes principales

Se logro observar una correlacion entre el porcentaje de residuos hidrofébicos y la
hemolisis (Figura 9. Circulo sombreado en negro), esto ya se ha reportado en
anteriores trabajos (Dathe et al., 1997; Chen et al., 2007; Hollmann et al., 2016) y
debido a esto, 12 variantes encontradas en esta region de la gréafica fueron

descartadas por su relacion con esta actividad no deseada.

Anélisis de clustering mediante PCA para correlacion de descriptores moleculares y hemolisis

Grupo 1

Grupo 2 VARIANTES DESCARTADAS:
Grupo 0

Grupo 3 1 yc15-Lv1
VC15-LV1.1
VC15-LV1.2
VC15-LV1.3
VC15-1V3.4
VC15-1V3.5
VC15-1V3.2
VC15-1V3.3
VC15-HHHK
VC15-R
VC15-HF
VC15-KG

6

PCA2

T T T T
-5.0 -2.5 0.0 2.5 5.0 7.5 10.0 12.5
PCAL

Figura 9. Analisis de componentes principales. 4 grupos fueron obtenidos mediante agrupamiento dado por el k-mean.

8.3 Estudio de interaccion péptido-membrana mediante el servidor FMAP 2.0

En los ultimos afios, ha aumentado considerablemente la utilizacion de servidores
web para predecir diversas actividades relacionadas con el disefio de péptidos
antimicrobianos (Liu et al., 2017; Xu et al., 2021), asi como para anticipar la
topologia de los péptidos y su interaccion con membranas lipidicas de tipo

bacteriano (Lomize et al., 2012; Lomize et al., 2022).
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En este estudio, se seleccionaron las variantes que presentaron la mejor
interaccion, medida en kcal/mol, y profundidad de insercién en Angstroms (A) con
FMAP2.0 server. Se utiliz6 como modelo una membrana Gram- y se establecieron
como condiciones 300 °K 'y pH 7.5 (Tabla 7). Este andlisis se realiz6 considerando
que las variantes propuestas presentan una estructura de alfa hélice, confirmado
para las variantes VC15FL, VC1H, VC15H y VC15RH mediante predicciones de
estructura secundaria utilizando I-TASSER y PEP-FOLD3.5. Es relevante
mencionar que la entrada de datos en este servidor se realiza proporcionando la
secuencia de aminoacidos en formato FASTA e indicando la propension de la

secuencia a adoptar una estructura de tipo alfa-hélice.
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Tabla 7. Resultados obtenidos a partir del estudio péptido-membrana con las variantes propuestas.

PEPTIDO ENERGIA DE UNION AG DE TRANSFERENCIA PROFUNDIDAD
(KCAL/MOL) (KCAL/MOL) A)
VC15 -4.2 -6.6 5.1
VC15-LV1 -4.2 -6.8 6.5
VC15-LV1.1 -4.2 -6.7 5.2
VC15-LV1.2 -4.7 -8.3 7.3
VC15-LV1.3 -6.1 -7.6 5.3
VC15-LV1.4 -6.6 -8.8 7.6
VC15-LV1.5 -6.1 7.2 5.4
VC15-GV2.2 3.7 -5.9 4.6
VC15-GV2.3 5.1 -6.8 5.7
VC15-GV2.4 -5.1 -6.5 3.1
VC15-GV2.5 -4.6 -6.8 3.1
VC15-1V3.2 -4.1 -6.6 4.7
VC15-1v3.3 -5.5 7.1 4.9
VC15-1vV3.4 5.7 7.1 6.3
VC15-1V3.5 -5.2 -6.9 4.8
VC15-VV3.2 -3.9 -6.7 5.8
VC15-VV3.3 5.3 -6.9 3.7
VC15-VV3.4 -5.4 7.3 6.1
VC15-VV3.5 -4.9 7.4 4.7
VC15-FL 9.7 -8.5 9.6
VC15-KG -4.2 -6.9 5.9
VC15-VIKG -3.8 -6.4 5
VC15-L -4.3 75 6.9
VC15-K -4.3 -6.5 5.2
VC15-HG -4.3 -6.3 9
VC15-R -4.3 -6.9 5.1




VC15-H
VC15-RRRR
VC15-KKHH
VC15-HKHH
VC15-HHHK
VC15-HK
VC15-HKH
VC15-RFH
VC15-HF
VC15-RF
VC15-HFH
VC15-RH

-4.3
-4.3
-4.3
-4.3
-4.3
-4.3
-4.3
-4.3
-4.3
-4.3
-4.3
-4.3

-6.8
-7.3
-6.7
-6.4
-6.8
-6.3
-6.6
-7

-7.2
-6.1
-6.5
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26
4.8
5.1

5.2
8.9
5.2
6.1
5.2
4.8
4.3
26.2
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VC15-LV1.5 VC15-H | VC15-HK
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VC15-FL
VC15-LV1.4

Figura 10. Grafica de barras representando las variantes escogidas debido a su mayor profundidad de penetracion y
energia de unién.

Las variantes VC15RH, VC15HK, VC15H y VC15LV1.5 fueron escogidas debido a
gue presentaron la mejor profundidad de penetracion en este estudio y las variantes
VC15FL, VC15VV3.4 y VC15LV1.4 fueron seleccionadas por la mejor energia de
union, todo esto comparando los resultados obtenidos para el péptido VC15.

En total, se descartaron 18 variantes segun este criterio, y se seleccionaron 7

variantes para su caracterizacion adicional.
8.4 Caracterizaciéon biol6gica de las variantes mediante servidores

Las variantes seleccionadas fueron caracterizadas mediante el uso de servidores
enfocados al disefio y prediccion de péptidos bioactivos que aplican herramientas
de aprendizaje profundo, estos, otorgan una puntuacion la secuencia de interés. Los
servidores utilizados fueron: Antimicrobial Peptide Scanner vr2, iIAMPpred, Peptide
Ranker, HemoPi, ToxinPred, AllerTOP v. 2.0. En la tabla 8 se observan los péptidos
VC15RH, VC15H, VC15HK y VCI15FL que destacan debido a las predicciones
favorables tanto de actividades deseadas como no deseadas. Los controles
utilizados fueron: VC15, LL-37 e Indolicin cuya caracterizacion con estos servidores

se acerca en 90 % de acuerdo a los valores de actividad antibacterial y hemolitica.



Tabla 8. Caracterizacion bioldgica de las variantes obtenidas; Antimicrobial Peptide Scanner vr. 2: Probabilidades >0.5 = PAM predicho; iAMPpred: otorga calificaciones del 0 al 1
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siendo 1 mas probable a tener la actividad seleccionada. Peptide Ranker: predicciones >0.5 = péptido bioactivo; HemoPi: predicciones >0.5 = probabilidades a ser hemolitico.

IAMP PRED TOOL

VARIANTE

PIN2

VC15
LL-37
INDOLICIN
VC15-VV3.4

VC15-LV1.4

VC15-LV1.5

VC15-FL

VC15-H

VC15-HK

VC15-RH

Antimicrobial Peptide
Scanner

1.000

0.999
0.999
1.000
1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

Antibacterial Antiviral Antifungico
0.94 0.68 0.92
0.94 0.8 0.9
0.6 0.82 0.85
0.89 0.84 0.81
0.84 0.9 0.67
0.79 0.85 0.59
0.87 0.82 0.66
0.54 0.9 0.36
0.95 0.91 0.83
0.99 0.95 0.98
0.83 0.9 0.69

Peptide
Ranker

0.83

0.79
0.94
0.99
0.81

0.86

0.87

0.97

0.75

0.84

0.73

HemoPi

0.83

0.61
0.72
0.83
0.47

0.49

0.49

0.5

0.52

0.53

0.49

ToxinPred

No toxico

No toxico
No toxico
No toxico
No téxico

No toxico

No téxico

No téxico

No toxico

No toxico

No téxico

AllerTop

No
probable

Probable
Probable
Probable
Probable
Probable
No
probable
Probable
No
probable
Probable

No
probable

Actividad anti-
biofilm

Biofilm-inactive

Biofilm-active
Biofilm-active
Biofilm-active
Biofilm-active

Biofilm-active

Biofilm-active

Biofilm-inactive

Biofilm-active

Biofilm-active

Biofilm-active
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La variante VC15FL obtuvo un valor de 0.54 en la herramienta predictiva iAMP pred,
lo que podria indicar que, en comparacion con las demas variantes y los controles
utilizados, esta variante podria presentar una menor actividad contra bacterias o tal
vez se requieran concentraciones mas elevadas para inhibir completamente su
crecimiento. Por otro lado, en la prediccion de actividad antiviral, todas las variantes
obtuvieron valores superiores a 0.8, incluso mas altos que los controles utilizados,
lo que sugiere que las variantes podrian tener esta actividad particularmente la
variante VC15HK que obtuvo un valor 79 % més alto que el valor mas alto de los
controles utilizados. En cuanto a la actividad antifingica, destacan las variantes
VC15H, VC15HK y VC15HK, que obtuvieron valores similares a los de los controles
utilizados, indicando que estas variantes podrian exhibir esta actividad. Por ultimo,
en la prediccion de actividad hemolitica, todas las variantes propuestas obtuvieron
valores por debajo de 0.55 que es el 65% menor.

8.4.1 Caracterizacion estructural de variantes

Segun los resultados obtenidos, las variantes VC15H, VC15HK y VC15RH exhiben
una estructura alfa-hélice completa, mientras que la variante VC15-FL muestra una
estructura alfa-hélice en los aminoacidos 1-13, mientras que los aminoacidos 14-15
adoptan una estructura no definida, a menudo denominada "random coil". Es
relevante destacar que las estructuras 3D generadas tanto por I-TASSER como por
PEP-FOLD3.5 no presentaron diferencias significativas (Figura 11), lo que se reflejo
en el valor del RMSD obtenido durante el analisis de superposicion estructural. Los
valores de RMSD, todos inferiores a 1 A, indican una escasa disparidad en la
disposicion espacial de los &tomos de carbono alfa en las estructuras (Carugo &
Pongor, 2001).

C-SCORE obtenido de I-TASSER
VCI15FL VC15HK VC15H VC15RH
MODELOS
MODEL 1 -0.26 -0.1 -0.08 -0.13
MODEL 2 -5 -3.13 -5 -5
MODEL 3 -1.82 NP -5 -5
MODEL 4 NP NP -5 -4.58
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Tabla 9. C-scores obtenidos en los modelos para cada variante mediante el servidor I-TASSER. NP=no presentd.

Valores obtenidos de PEP-FOLD3.5
VCI15FL VC15HK VC15H VC15RH
SOPEP | tm |[sOPEP | tm SOPEP tm | sOPEP | tm
MODELOS
MODEL1 | -46.6 |0.248| -32.69 | 0.59 | -29.1691 | 0.71 | -31.15 | 0.466
MODEL 2 | -23.91 |0.203| -28.43 |0.401 | -24.9619 | 0.528 | -30.01 |0.426
MODEL 3 | -23.17 |0.379| -25.21 | 0.485| -23.3622 | 0.547 | -27.99 | 0.389
MODEL 4 | -22.84 |0.183| -24.99 | 0.48 | -23.101 |0.465| -26.6 |0.404
Tabla 10. Valores de sOPEP y tm obtenidos en cada modelo para las 4 variantes.
VC15-Feuleu B VC15-HHHH
A Perfil de prediccion de estructura local Perfil de prediccion de estructura local
Sequence  FWKFALFWFFKLIPS Sequence  HFWGALLHGALHVIHG
Prediction CCHHHHHHHHHCCCC Prediction CCHHHHHHCHHHHHCC
Conf.Score 901026365430579 Conf.Score 9978876230243049
H:Helix; S:Strand; C:Coil H:Helix; S:Strand; C:Coil
- [RmsD 0.806 A | [RvsD 0.596 A |

VC15-HHKK D VC15-RHHH

C
5

Perfil de prediccion de estructura local

Sequence

HFWGALLHGALKVIKG

Prediction CCHHHHHHHHHHHHCC
Conf.Score 9089999868988549
H:Helix; S:Strand; C:Coil

[RmSD

HFWGALLUHGA ALKV

0.8

0.0

a
@ 4
s
3
nd

H F WG A L L HGA L KV

Perfil de prediccion de estructura local

Sequence

RHFWGAL LHGALHVIRG

Prediction CCHHHHHHHHHHHHHCC
Conf.Score 91388888303576149

H:Helix;

S:Strand; C:Coil

[RMSD

0.547 A |

RHFWGALLHGA ATLHV

o

®
=

o |
=

0.4

RHFWGATLTLUHGA ATLHV

Figura 11. Estructuras 3D y prediccidn de estructura secundaria de variantes. Perfil de prediccion de
estructura local: Color rojo: hélice, azul: random coil, verde: extendido.
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8.4.2 Orientacion estructural péptido-membrana mediante el servidor
PPM 3.0.

En general todas las variantes presentaron energias de transferencia buenas,
siendo que energias mas negativas son mejores que energias menos negativas o
cercanas al 0. En comparacion con el péptido VC15 las variantes VC15FL y
VC15RH fueron las que obtuvieron mejores energias de transferencia de hasta -4
kcal/mol en el caso de la variante VC15FL y -0.4 kcal/mol en el caso de la variante
VC15RH.

Tabla 12. Comparacion de resultados obtenidos mediante el servidor PPM3.0 con algunos péptidos antimicrobianos
caracterizados experimentalmente. NR= no reporta. SN= sin informacion.

Modelo de membrana Gram (-)
. Angulo
Profundidad/ 9 .

A . Densidad | Atransfer | . de Carga % De .
Péptido/variante ; e inclinac residuos Referencia
hidrofébica | (kcal/mol) -, neta . .y

A ion hidrofobicos
(A) o
@)

Pin2 10.2+2.4 -13.6 107 +1 3 50 Este trabajo
\VC15 7.1+13 -10.5 112+ 4 2 60 Este trabajo
VC15FL 295+22 -14.7 4+7 2.00 73 Este trabajo
\VC15H 7520 -10.1 109 £ 15 0.00 56 Este trabajo
VC15HK 10.0+25 -10.4 735 2.00 56 Este trabajo
VC15RH 6.0+0.7 -10.9 100+ 6 2.00 53 Este trabajo
RTA3 6.8+ 1.1 -8 82 6 63 Dahongsa et al., 2013
CA-MA 8.2+36 -12 85 8 45 Dahongsa et al., 2013
BMAP-18 51105 -12.3 87 10 33 Dahongsa et al., 2013
Ee-RL42 NR NR 86 9 29 Pérez et al., 2022
Sa-NN35 NR NR 67 0 29 Pérez et al., 2022
Cc-KL41 NR NR 84 5 32 Pérez et al., 2022
To-KL37 NR NR 89 7 38 Pérez et al., 2022
Hs-LL37 NR NR 85 6 35 Pérez et al., 2022
Qégt‘iyolgtﬁ peptide 33+1.46 17 73+21 0 30 Dutta et al., 2017
o1 12.9+1.1 -7.9 52+1 1 48 Sekar et al., 2021
V2A 13.2+4.8 -5.9 5240 1 48 Sekar et al., 2021
V3A 12.1+0.8 -6.3 5817 1 48 Sekar et al., 2021
D12A 13.8+1.5 -10.2 28+2 2 52 Sekar et al., 2021
RN15 4.6 5.2 71 3 46 Tankrathok et al., 2019
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SI16 2.5 -3.4 75 -1 37 Tankrathok et al., 2019
LL-37 8.6 NR NR 6 35 Lim et al., 2016
NLP-31 2.6 NR NR 6 5 Lim et al., 2016
Y43C5A.3 2.5 NR NR SN SN Lim et al., 2016

De acuerdo con los datos obtenidos en cuanto a la capacidad de penetracion de la
membrana la variante VC15FL obtuvo la mejor penetracion de hasta 29.5 A siendo
hasta 4 veces mayor en comparacion con la del parental VC15 (7.1 A) y casi 3 veces
mayor a la del péptido Pin2 (10.2 A), cabe resaltar que el ancho de la membrana
que se modela en el servidor PPM3.0 es de entre 25-30 A, lo que indica que el
péptido VC15FL es capaz de penetrar completamente la membrana. Mientras que,
en comparacion con la penetracion reportada de otros péptidos antimicrobianos
caracterizados computacional y experimentalmente, la profundidad de penetracion
de la variante VC15FL es notablemente mayor (Tabla 12). Esto puede deberse al
porcentaje de residuos hidrofébicos que presenta la variante VC15FL (73%) dado
por los cambios en las posiciones Gly4Feu, Lys7Feu, Gly8Trp, Ala9Feu, y
LeulOFeu. El aminoacido Fenilalanina se ha reportado en péptidos antimicrobianos
como un aminoacido que interactia energética y favorablemente con el interior
hidrofébico de la membrana bacteriana (Peng et al., 2021). Por otra parte, las
variantes VC15H, VC15HK y VC15RH obtuvieron valores de penetracion de 7.5 A,
10.0 A 'y 6.0 A respectivamente, los cuales son similares a los valores obtenidos en
los péptidos VC15 y Pin2, ademés fueron mayores a la penetracion reportada en
los péptidos RN15 (4.6 A), SI16 (2.5 A) y LL-37 (8.6 A) que son péptidos con
actividad de amplio espectro (Lim et al., 2016; Tankrathok et al., 2019). La variante
VC15FL obtuvo la mejor energia de transferencia entre el péptido y la membrana (-
14.7 kcal/mol) siendo -1.1 kcal/mol menor a la energia de transferencia del péptido
Pin2 (13.6 kcal/mol) y -4.2 kcal/mol menor a la del péptido parental VC15 (-10.5
kcal/mol). La energia de transferencia del péptido VC15FL es similar a |la del péptido
B-MAP18 (-12.3 kcal/mol) que es un péptido de amplio espectro y que presenta una
CMI de 20uM frente a bacterias del tipo Gram- (Dahongsa et al., 2013). Las
variantes VC15H, VC15HK y VCI15RH presentaron valores de energia de

transferencia de -10.1, -10.4 y 10.9 kcal/mol respectivamente, que son similares a
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las energias de transferencia de los péptidos D12A (-10.2 kcal/mol) y CA-MA (-12
kcal/mol) (Dahongsa et al., 2013; Sekar et al., 2021). Con base en estos resultados,
las variantes presentaron tanto penetracion en la membrana como también energias
de transferencia similares a las que presentan péptidos antimicrobianos
caracterizados experimentalmente, lo cual podria indicar que las variantes

presentaran actividad antibacteriana frente a bacterias del tipo Gram-.

8.5 Estudios de dindmica molecular: trayectoria de variantes

Las trayectorias de los centros de masa de los péptidos fueron analizadas con la
herramienta de GROMACS “trajectory”. Las coordenadas obtenidas se graficaron
junto con el centro de masa de la membrana lipidica (Figura 12). En general, los
péptidos tardaron de 10 y 15 ns en unirse a la membrana lipidica, exceptuando las
variantes VC15RH y VC15HK que tardaron hasta 100 ns para tener una union

estable en esta.
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Figura 12. Graficas de trayectorias del centro de masa de
los péptidos y la membrana lipidica.

= =1 Representacion de las cabezas polares de los lipidos

= Trayectoria del centro de mas del péptido

= Trayectoria del centro de masade la membrana
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Figura 13. Primeras interacciones de los péptidos en el estudio de dindmica molecular. Los lipidos que interaccionan con
los péptidos se representan en lineas negras. Las cadenas laterales de los péptidos se representan en lineas de color
dependiendo el aminoacido.

Las primeras interacciones entre péptido y membrana se dieron, en general, por el
amino terminal siendo los lipidos POPC los primeros en interaccionar con los
péptidos. Particularmente, los aminoacidos F1 y F4 de la variante VC15FL
interaccionaron inicialmente con 2 lipidos. La variante VC15H con 3 lipidos mediante
los aminoacidos H1 y F2. Por otra parte, la variante VC15HK presenté mayor
cantidad de primeras interacciones mediante los aminoacidos H1, F2, L6 y V13
llegando a interaccionar con 6 lipidos y por ultimo la variante VC15RH interacciona

con 3 lipidos mediante los aminoacidos R1, H2 e H9. A partir de estas interacciones
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iniciales, podemos sugerir que los péptidos comenzaron a insertarse lateralmente a

la membrana (Figura 13y 14).

VC15FL

k%

Figura 14. Estructura que representa el tiempo final de simulacion de las variantes VC15FL y VC15HK. A y B representaciones
de la vista lateral. C y D representaciones de la vista frontal de los péptidos. En negro se representan los lipidos que se
encuentran interactuando con el péptido. Los péptidos se representan en “new cartoon” de color gris, las cadenas laterales
se encuentran visualizadas en lineas y representadas en color por su propiedad. En azul aminoacidos cargados positivamente,
en rojo aminoacidos aromaticos e histidinas y en vede aminoacidos polares. Los lipidos se encuentran representados en
lineas verdes y el grupo fosfato de las cabezas polares esta representado en esferas de color blanco. Las moléculas de agua y
iones se ocultaron para una mejor visualizacidn.
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Figura 15. Estructura que representa el tiempo final de simulacién de las variantes VC15H y VC15RH. Ay B
representaciones de la vista lateral. Cy D representaciones de la vista frontal de los péptidos. En negro se representan los
lipidos que se encuentran interactuando con el péptido. Los péptidos se representan en “new cartoon” de color gris, las
cadenas laterales se encuentran visualizadas en lineas y representadas en color por su propiedad. En azul aminoécidos
cargados positivamente, en rojo aminoacidos aromaticos e histidinas y en vede aminodcidos polares. Los lipidos se
encuentran representados en lineas verdes y el grupo fosfato de las cabezas polares estd representado en esferas de color
blanco. Las moléculas de agua y iones se ocultaron para una mejor visualizacién.

En general, los péptidos se insertan lateralmente en el interior de la membrana y se
encuentran interaccionando con lipidos POPC. En el péptido VC15FL solo los
residuos F1, K3, A5, F7, F9, K13 y S15 se encuentran embebidos dentro de la
membrana, mientras que el péptido VC15H se encuentra insertado del residuo H1
al L11, los aminoécidos restantes se encuentran en estructura no definida y a partir
de la 114, se forma una “horquilla” que parece estar desplazando lipidos, esto es
similar a lo observado con el péptido VC15RH donde a partir del residuo G10 se
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forma una estructura no definida y los residuos H15 a G17 forman la “horquilla” que
da cierto movimiento a la estructura, y que es capaz de desplazar a las cabezas

polares de los lipidos (Figura 16).

aminoacido G10 en la estructura de VC15RH.

Se ha reportado mediante estudios de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) que
los péptidos Alamethicin y B-hairpin pasan por diferentes estados durante su
interaccidon con la membrana durante el tiempo. Estudios realizados por Bechinger
y Salnikov en el 2012 muestran que los estados que se presentan para la insercion
de los péptidos en la membrana pueden ser tan variados como: rotaciones del
péptido, deformacion de la membrana y en general, transiciones topolégicas del
péptido, estas conductas suelen durar hasta 1 segundo para posteriormente se
logren formar estados estables, donde el péptido se coloca verticalmente en la
membrana (Bechinger & Salnikov, 2012). Mediante dinamica molecular, el campo
de fuerza empleado en las simulaciones es de gran importancia. Un ejemplo de la
utilizacién correcta de los campos de fuerza es el campo de fuerza CHARMMS36,
con el cual se han reportado tiempos de corrida en la magnitud de microsegundos
(us) donde los resultados in-silico corresponden a lo reportado en estudios “in vitro”
(Lai & Kaznessis, 2018). Tal es el caso de los péptidos Alamethicin y Psicidin 1, que
su insercién en membranas se reportd darse en tiempos de hasta 1 ps (Perrin &
Pastor, 2016).
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Se ha relacionado que los aminoacidos aromaticos como Triptéfano y Fenilalanina
en posiciones cercanas al amino terminal son importantes para la actividad
antimicrobiana de los PAMS. Tal es el caso del péptido Papiliocin, donde los
residuos W2 y F5 son potentes reguladores de las interacciones que tiene este
péptido con membranas de bacterias Gram- y particularmente el residuo W2 facilita
la rapida permeabilizacion de este tipo de membranas (Lee et al., 2015). También
se ha sugerido que los aminoacidos cargados positivamente cercanos al amino
terminal tienen roles importantes en la permeabilizacion, solubilizacién y formacion
de poros (Gor et al., 2020) esto se puede deber a los cambios fisicos que provocan
en la membrana tanto como cambios en la curvatura, grosor y el desplazamiento de

los lipidos contenidos en esta (Marquette & Bechinger, 2018; Corréa et al., 2019).

8.5.2 Analisis de grosor y lipido por area

Existen diversos parametros que nos indican el estado fisico de una membrana,
como lo es el grosor de la membrana y el nimero de Lipidos Por Area (APL).
Usualmente se comparan los resultados de simulaciones con los observados
mediante Rayos-X 0 resonancia magnética nuclear: 4.2 - 5.5 nm de grosor y 6.0 -
6.9 nm? APL dependiendo el tipo de lipido y la temperatura (Li et al., 2012; Ashkar
et al., 2015; Faizi et al., 2019). El promedio del grosor de la membrana y el APL
debe coincidir durante todo el tiempo de simulacién para validar los resultados y
también es un indicador de perturbaciones en la membrana. El programa
g_lomepro, no solo sirve para cuantificar estos parametros de manera global, sino
que también analiza su variacion de manera localizada durante el tiempo de
simulacion. La disminucion del grosor de manera localizada se puede relacionar
directamente con la perturbacién causada por el péptido. El promedio del grosor se
graficdé por cuadruplicado en el programa GraphPadPrism 7, en lineas punteadas

se representa la desviacion estandar de cada sistema analizado (Figura 17).
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Figura 17. Media del grosor de la membrana en los sistemas analizados. Las lineas punteadas representan el error estandar de cada replica.
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En general los valores de grosor se mantuvieron en los rangos reportados en la
literatura (Ashkar et al., 2015), sin embargo, al analizar el promedio de grosor local

de los ultimos 100 ns, existieron variaciones (Figura 18).

VC15FL VC15HK

A

Figura 18. Anilisis de grosor localizado. El cambio de grosor se representa en un gradiente de color “RGB” donde el
color rojo representa el valor mas alto de grosor en nandmetros y en azul el menor. Las representaciones se
obtuvieron mediante la herramienta “thickness” del programa g_lomepro. Se utilizd un valor de “bin” de 100 en el eje
“X"”y 100 en el eje “Y”.

El valor mas bajo de grosor localizado se observé en el sistema VC15FL y fue de
1.59 nm, es decir, se disminuy6 2.59 nm con respecto al valor mas alto que fue de
4.23 nm lo que indica una disminucién del grosor de la membrana del 50 % (Figura
18 A), mientras que la variante VC15HK provocoé la menor disminucion del grosor
siendo 1.01 nm tomando como referencia el valor mayor 4.15 nm y el menor 3.14
nm (Figura 18 B). La disminucion del grosor de la membrana se ha reportado como
un punto importante en la accién de los PAMS. El péptido Melitin, por ejemplo,
induce la disminucion del grosor de la membrana hasta un punto donde a pesar de
aumentar la concentracion de péptido, el grosor deja de disminuir, a partir de este
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punto, poros transitorios comienzan a formarse y cuando la cantidad de péptido
llega al punto de saturacién, poros estables son formados (Huang, 2006; Huang &
Charron, 2017). Sin embargo, otro punto que se destaca en la literatura es la
relacion péptido/lipido (P/L) reportado como punto importante para la insercion, en
particular de péptidos cortos, a menores concentraciones los PAMS suelen
Gnicamente colocarse lateralmente en las cabezas polares y que esta union inicial
suele crear bordes en la membrana debido a la disminucion del grosor. Estos bordes
son importantes para fomentar nuevas interacciones entre PAMS y la membrana
(Henderson et al., 2016). Este comportamiento fue observado en el sistema
VC15RH donde el péptido en posicion TM generd una curvatura negativa en la
membrana, lo cual favorecio la interaccion de la variante colocada en el exterior de

la membrana (Figura 19).

\
Curvatura
negativa

Figura 19. Curvatura negativa generada en el sistema VC15FL que favorecié la interaccion del péptido
colocado lateralmente a la membrana. B) enfoque al péptido incrustado en la membrana donde se pueden
apreciar moléculas de agua transitando en el interior de la membrana.

Otro parametro importante de estudio es la permeabilizacién de la membrana, el
cual es un mecanismo destructivo de los PAMS hacia la membrana, esto puede

llevarse a cabo por la formacion de poros, pero también se ha reportado que
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péptidos individualmente pueden facilitar la permeabilidad de la membrana (Huang
& Charron, 2017) y esto se puede deber al movimiento que ocasionado por la
dispersion de lipidos que ocasionan los PAMS. Esto se observé en el sistema TM
del péptido VC15RH (Figura 20)

B = Cabezas polares
8.5

— Agua
7.5

6.5

4.5

COORDENADA (NM)

2.5

0 10 20 30 40 50 60
DENSIDAD (KG M\S-3\N)

Figura 20. Analisis de densidad en el sistema VC15RH. A) Visualizacién de moléculas de agua difundiendo a través de la
posicidén transmembranal del péptido VC15RH. B) Perfil de densidad en el sistema VC15RH. La linea negra representa la
densidad de las cabezas de los fosfolipidos de la membrana y la linea azul representa la densidad de las moléculas de
agua.

El analisis de lipido por area es un indicador que se ha aplicado en el estudio de los
PAMS para relacionar la disminucién de este pardmetro con el dafio fisico que se
puede ocasionar a la membrana. También, la media de este parametro debe
coincidir con la reportada en modelos de membranas (6.0 - 6.9 nm?). EI APL de cada
sistema fue analizado para observar los cambios de este parametro durante el
tiempo de dinamica. Este analisis fue realizado con la herramienta “APL” del
programa g_lomepro. Aunado al andlisis de APL global, esta medida fue analizada
de maneral local, las estructuras se visualizaron mediante Pymol y la media de la
APL fue graficada por cuadruplicado en el programa GraphPad Prism7. Las lineas

punteadas indican la desviacion estandar de cada muestra (Figura 21).
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Figura 21. Media del APL de la membrana en los sistemas analizados. Las lineas punteadas representan el error estandar de cada replica.
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En general los valores de APL en los sistemas se mantuvieron entre 0.60 a 0.70
nm? los cuales son valores que se encuentran dentro los reportados mediante
experimentos “in vitro” (6.0 - 6.9 nm?). Por otro lado, el APL de manera localizada
indica que las variantes generaron desplazaron a los fosfolipidos generando
espacios de lipidos agrupados en los alrededores de donde los péptidos se
insertaron como se puede observar en la Figura 22, donde se representa el cambio
del APL durante los ultimos 100 ns de cada sistema. Las variaciones del APL se
representan mediante un gradiente de color “RGB” donde el color azul representa
el mayor valor de APL y el color rojo el menor, por lo que las zonas donde existe

una insercién de los péptidos se presentd el mayor desplazamiento de lipidos.
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Figura 22. Analisis de APL localizado. El cambio de APL se representa en un gradiente de color “RGB” donde el color rojo
representa el valor mas alto de APL A2y en azul el menor. Las representaciones se obtuvieron mediante la herramienta “APL”
del programa g_lomepro. Se utilizd un valor de “bin” de 100 en el eje “X” y 100 en el eje “Y”
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La mayor disminucién de APL se observo los sistemas VC15FL, VC15HK y VC15RH
donde los valores méaximos fueron de 67.1, 66.1 y 66.67 A2 respectivamente y los
menores fueron de 24.4, 24.2, y 24.4 A2 respectivamente. Se observé un claro
desplazamiento del 71 % de los lipidos en la interaccion del péptido VC15RH vy
VC15FL y alrededor un aumento en el APL lo cual podria indicar un aumento en la
tension superficial y la disminucién den la flexibilidad de la membrana que es un
indicador de la deformacion de esta, también esto se puede relacionar con la
formacién de cavidades pudiendo ocasionar que moléculas de agua comiencen a
transitar los espacios generados por el péptido (Li et al., 2017). Este mecanismo se
ha observado en péptidos como LL-37 que se une parcialmente al lipido A de

bacterias Gram- y a su vez ocasiona un aumento en el APL (Ciumac et al., 2019).
8.6 Evaluacion de actividad antimicrobiana y hemolitica

Se obtuvieron mediante sintesis quimica de la empresa GenScript las variantes
VC15FL, VC15H y VC15RH vy el parental VC15, sin embargo, se recibieron con un
error de sintesis que derivd en el cambio del residuo de F1, F2, F3, F1
respectivamente por un acido glutamico (E), no obstante se decidio llevar a cabo la
evaluacion de estos para en posteriores trabajos comparar la actividad de los
péptidos sin esta modificacion y relacionar el residuo F1 con la actividad que
presenten entre ambos péptidos debido a que en reportes anteriores sobre el
mecanismo de accion de Pin2 (Bolom et al., 2019) y como se observé anteriormente
en los estudios de dinamica molecular, este residuo forma parte de las primeras
interacciones péptido-membrana de las variantes, Pin2 Y VC15 lo cual abre la
pregunta: ¢Qué tan importante puede ser el residuo de F en relacion actividad-
citotoxicidad sobre VC15, VC15FL, VC15H y VC15RH?.

Para la evaluacion antimicrobiana, se emplearon las bacterias A. baumannii y E.
coli, patégenos Gram- de importancia clinica segun la OMS debido a que ha
aumentado la resistencia a antibiéticos de Ultima generacion por parte de estas
bacterias y se encuentran listadas en el grupo de patdgenos de importancia critica
para generar nuevos antibidticos para el tratamiento de enfermedades causadas

por estas (OMS, 2017). A pesar del cambio realizado en la F de las variantes
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sintetizadas, la actividad antimicrobiana se logré observar en VC15 (E), VC15FL
(E), VC15H (E) y VC15RH (E) contra ambas cepas (Figura 25). Frente a E. coli las
variantes presentaron una MCI de 100 puM, sin embargo, VC15 presentd efecto
bacteriostatico en 25, 50 y 100 uM con un control de crecimiento de 9 horas en 25
y 50 uM, y de 10 horas en 100 uM, este resultado coincide con lo reportado del
péptido VC15 (Gonzélez et al., 2021), lo cual indica que a pesar de este cambio, la
actividad de este péptido no cambio respecto a la mutacion de F1, sin embargo en
la concentracion de 100 uM no se ha caracterizado la actividad de VC15 lo cual
podria cambiar con respecto a la de VC15 (E). En las concentraciones de 25y 50
UM de los péptidos VC15FL, VC15H y VC15RH (E) se presenté actividad

bacteriostatica con controles de crecimiento de hasta 9 horas (Figura 23).
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Figura 23. Cinéticas de inhibicidn de los péptidos estudiados. Como control positivo de inhibicion se empleé Ampicilina
25mg/mly como control negativo de inhibicidn se siguid la curva de crecimiento normal de E. coli.

Por otra parte, la bacteria A. baumannii (ATCC 17802) fue mas sensible a la
actividad de los péptidos VC15 (E) y VC15FL (E) que presentaron CMIs de 50 uM,
no obstante, los péptidos VC15H (E) y VC15RH (E) presentaron actividad
bacteriostatica en las tres concentraciones empleadas. VC15H control6 el

crecimiento de esta bacteria durante 6 horas en las concentraciones de 25 y 50 uM,
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mientras que en 100 puM su efecto durd 9 horas (Figura 24). Por otro lado, VC15RH
controlo el crecimiento durante 7 horas en la concentracion de 25 pM y 9 horas en

las concentraciones de 50 y 100 uM (Figura 24).
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Figura 24. Cinéticas de inhibicion de los péptidos estudiados. Como control positivo de inhibicion se empled

Cloranfenicol 25mg/ml y como control negativo de inhibicidn se siguio la curva de crecimiento normal de A. baumannii.
Notablemente, los péptidos evaluados fueron efectivos frente a A. baumannii que,
como se menciono anteriormente, es un patégeno de importancia clinica. Con fines
comparativos, en este experimento se utilizé el péptido Pin2 como control, también
debido a que no se ha reportado MCI frente a este patdgeno anteriormente. Los
porcentajes de inhibicién reportados en la figura 25 demuestran que Pin2 es efectivo
a la concentracion de 12.5 pM mientras que las variantes pierden efectividad
conforme se disminuye esta. La concentracion-dependencia se ha reportado
anteriormente en diversos PAMs como Pin2, Pin2 [GVG], VC15 y Magainina
(Matzuzaki et al., 1999; Rodriguez et al., 2016; Gonzélez et al., 2021). Debido a este
factor, se analizaron las diferencias estadisticas entre los péptidos evaluados y el
control Pin2 mediante una prueba T-test con un intervalo de confianza del 90% (P >
0.05) que fue realizado mediante el paquete estadistico GraphPad Prism 7.
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Figura 25. Porcentajes de inhibicidn de los péptidos evaluados. La diferencia estadisticamente significativa se realizo
comparando al porcentaje de inhibicidn del péptido Pin2 (P<0.05)

La actividad de estos péptidos coincide con lo reportado sobre el péptido E11K4K10,
que fue desarrollado mediante una estrategia llamada “exploracion de acido
glutamico” donde cambios puntuales y la insercion de E11 provocé el aumento de
la actividad antimicrobiana en comparacion al parental Temporin-PE en
concentraciones de 8 UM frente a E. coli 25922. Este cambio en E11K4K10 provoco
también una disminucion en la actividad hemolitica ya que no se presenté hemolisis
en concentraciones de hasta 64 UM que en comparacién con el parental Temporin-
PE fue de 3 veces menos debido a que Temporin-PE presenta porcentajes de 20 %
de hemolisis a concentraciones de 16 uM. Esto fue observado de igual forma en la
evaluacion de hemolisis realizada con las variantes y el parental VC15 donde no se
observaron porcentajes de hemolisis por encima del 9 % y en el caso de las
variantes VC15RH no se observé porcentaje de hemdlisis en hasta 100 uM (Figura
26).

Porcentajes de hemdlisis de los péptidos estudiados

i
a
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Figura 26. Ensayo de actividad hemolitica de péptidos evaluados. Como control positivo de hemdlisis se empled
Tween20 al 10% y como control negativo se utilizé buffer PBS pH 7.4.
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CONCLUSIONES
Se generaron 38 variantes del péptido VC15 utilizando dos estrategias diferentes
y fueron escogidas las mejores 4 variantes con base a: la energia de interaccion,
profundidad de penetracion y la prediccion de actividades deseadas como la
antibacteriana y las no deseadas como la hemolitica.
La prediccion de estructura secundaria de péptidos VC15FL, VC15H, VC15HK
y VC15RH indic6 que estos péptidos son alfa hélices.
Las variantes VC15FL, VC15H, VC15HK y VC15RH presentaron valores de
energia de union al modelo de membrana lipidica Gram- fue de -14.7, -10.1, -
10.4 y -10.9 respectivamente y que son similares a los del péptido VC15 y
también similares a los de péptidos caracterizados experimentalmente lo que
indica la probable actividad antibacteriana frente a bacterias tanto Gram+ como
Gram-.
Los estudios de dinamica molecular en un modelo de membrana bacteriana
POPC/POPG indic6 que las variantes VC15FL y VC15H se unen rapidamente a
la membrana.
Todos los péptidos se insertan lateralmente a la membrana y son estables dentro
de esta.
Los péptidos VC15FL y VC15HK se insertan parcialmente de los aminoacidos 1
al 14 en la membrana lipidica mientras que los péptidos VC15RH y VC15H se
insertan completamente.
Los andlisis de APL y grosor indicaron que la membrana sufre cambios fisicos
ocasionados por la insercién de los péptidos VC15RH y VC15FL lo cual indica
gue pudieran generar dafios a la membrana de bacterias Gram-, sin embargo,
esto se tiene que confirmar experimentalmente.
Los péptidos VC15 (E), VC15FL (E), VC15H (E) y VC15RH (E), a pesar del
cambio de fenilalanina a acido glutamico, presentaron actividad frente a las
cepas E. coli y A. baumannii.
La concentracion minima inhibitoria de VC15FL (E), VC15H (E) y VC15RH (E)
fue de 100 uM, mientras que VC15 (E) presento actividad bacteriostatica en esta

concentracion.
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La bacteria A. baumannii fue mas susceptible a la actividad de los péptidos VC15

(E), VC15FL (E) que presentaron una concentracion minima inhibitoria de 50

UM, mientras que VC15H y VC15RH presentaron una actividad bactericida en la

mayor concentracion evaluada (100 puM).

Los porcentajes de hemdlisis presentados por estos péptidos no fueron mayores

al 9 % y en el caso de VC15RH (E) no se observdé hemolisis en ninguna

concentracion evaluada lo cual coloca a estos péptidos como posibles agentes

terapéuticos.
PERSPECTIVAS

e Determinar las diferencias entre la interaccion de los péptidos disefiados con
modelos de membrana de Eucariota y levaduras.

e Sintetizar los péptidos y caracterizar su mecanismo de accién en membranas
modeladas “in vitro” mediante técnicas biofisicas.

e Determinar la estructura secundaria mediante dicroismo circular.

e Sintetizar los péptidos disefiados y probarlos mediante andlisis de
susceptibilidad frente a bacterias ATCC y patdgenas de interés clinico.

e Determinar la actividad hemolitica.

e Determinar la actividad anticancerigena.

e Determinar la actividad frente a levaduras.

e Caracterizar la actividad frente a virus.
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11. ANEXOS

Anexo A: Variantes obtenidas mediante la modificacién de la proyeccién helicoidal del péptido VC15.

VC15 Leuvarl.2

VC15 IsoVar3.4 VC15 IsoVar3.5 VC15 Valvar3.4 VC15 Valvar3.5

VC15 FelLeul.5
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Anexo B: alineamientos realizados utilizando las secuencias extraidas de las bases de datos DRAMP, DBAASP y APD.
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ANEXO D: Graficas de aminoacidos mas conservados a través de los alineamientos realizados.
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Anexo D: Datos utilizados para realizar el andlisis de componentes principales

% DE ] ) ] ] INDICE DE
PESO PUNTO | iNDICE | iNDICEDE | iNDICE | INDICE DE GRAVY . . - N
SECUENCIA CIROA | RESDUOS | MOLECUL | ISOELECTR | ALIFATI [ INESTABILI DE | HIDROFOBICI | ORI O [ HEVOL | ipropATICH | Sere Hydg:path' Amgﬂ'ph"' Hydc'i‘)ph"'
AR Ico co DAD BOMAN DAD DAD) 4 4 ty
cos co
GLLKRIKTLL 3.00 50 11545049  11.823063 195 24.62 0.305 0.052 05856401  0.48 011 0.75 0.63 0.98 -0.04
173.333 0.885555
GLLKRIKTL 3.00 44 10413455  11.823063 o 26.2444444 = -0.06 05625147 047 -0.18 0.72 0.28 1.00 0.16
GLLKRI 2.00 50 698.9069  11.651769 195 485166667 0795  -0.008333333 07692331 0.9 015 0.72 055 1.02 01
CIFDLLKKLY 1.00 70 12355754  9.537301 185 436 -0.986 0.412 06334622 0.9 012 0.82 1.44 0.73 -0.47
0.00 66 9321708 6009982  2'09%°  gggeessy 2895555 0.807777778 03601214 0.49 037 0.68 2.24 0 124
FLGLLGSLL 56
3.00 67 11155111 11.103081 6 .28.8444444 1214444 0221111111 08027695  0.57 0 0.85 112 1.22 .0.28
FLKLLKKLL 44
RRRRRRRR 8.00 0 1267.5152  13.345085 0 509.95 14.92 253 02653653  0.49 176 0.68 45 245 3
2.412222
WRIERRIE 3.00 67 1306.6223  12.801075 130 725333333 o .0.028888889  1.1371434 1 017 08 052 1.59 -053
138571 4111428
CRIRVRY 3.00 57 9451789 12801075 e 85714286 o .0.408571429 04199277  0.49 -0.41 0.75 031 1.05 0.24
177.272 0.074545
KKLLKWLKKLL 5.00 54 1410.8959  11.402903 P272 105636364 s 0126363636 0.8154559  0.83 023 0.82 013 23 0.24
141.818 0.475454
KKLEKKILKYL 5.00 45 14218759  11.016958 1818 102181818 o .0.135454545 08212123  0.83 -023 08 -0.19 213 027
2.00 73 11534738 10805394  922%% 13727273 1037272 0309000909 02787971 054 0.05 0.76 1.23 0.67 -0.36
LNLKALLAVAK 73
1.00 58 12405922  9.700016 2275  27.1166667  2.066666 0.6075 04064933 059 0.24 0.72 1.82 031 -0.81
ILGTILGLLKSL 67
4.00 67 17231458  12.977126 130 56.9 2394166 01333333  1.1586777 1 -0.16 0.8 0.62 1.39 051
IWRIFRRIFRIF : : : : 67 : ' : - : : :
154.166 0.844166
RLKKIGKYLKWI 5.00 50 14819344  11.997387 4300262083333 pas -0.106666667  0.7557005  0.48 021 0.74 -0.05 2 0.24
2.00 50 14137665  10.506902 15‘23'7166 28.4 0.010833 0.1525 0.696833 05 -0.05 0.73 0.29 16 0.02
ILKKLWEGVKSI 33
2.00 50 13407127 10506002 ‘%0990 geeeee67 0226666 0173333333 0.69902 047 -0.04 0.75 0.68 1.02 015
ILKKLLEGVKSI 67
138.333
KKLEKKILKYLA 5.00 50 1492.9547  11.016958 3 85333333 0.285 -0.0725 08212123 062 -0.19 0.77 -0.02 1.95 021
4.00 50 13397713 11278354 9090 54833333 0.331666 0.11 07679902  0.48 -0.08 0.75 0.65 122 0.15
ILKKLLKGVKSI 67
186.666 0.209166
LLKKLLKKVKS| 5.00 50 14108935  11.402903 s -5.4833333 poc -0.055 07476150  0.85 -0.18 0.81 0.36 1.53 0.4
186.666 0.388333
LKKLLKKVKK! 6.00 50 14519804  11.499612 2008 125583333 % -0.165 08530455  0.89 025 0.82 01 1.84 063
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186.666 1.293333
KRIVKILKWLR 5.00 58 1566.0553  12.54607 s 55.0016667 oS -0.144166667 09564832 049 024 0.82 0.25 19 0.09
KWILKYWKWS 4.00 50 1679.0836  10.865994  97.5 -4.65 03325 0.0275 05355699  0.49 013 0.76 -0.63 3.38 047
121,666
KRIVQRIKDWLR 4.00 42 1610.9692  12.24367 L006  4gsi66667  4.0825 -0.5525 09516601 047 05 0.78 -1.02 1.91 0.66
121,666 3.818333
KRIVQRIKKWLR 6.00 42 1624.0547  12.819705 £866 485166667 - -0.6025 10046301  0.47 -0.53 0.77 -1.05 221 0.66
121,666 3.819166
KRIVKRIKKWLR 7.00 42 1624.0081  12.825635 p 73.2833333 s -0.656666667 10578188 048 -0.56 0.77 -1.08 241 0.89
154.166 2165833
KRIVKLIKKWLR 6.00 50 1581.07 12559571 e 39.0416667 o -0.3575 10223294  0.48 037 0.79 -0.39 221 049
186.666 1.293333
KRIVKLILKWLR 5.00 58 1566.0553  12.54607 s 55.0016667 > -0.144166667 09564832 048 024 0.82 0.25 19 0.09
219.166 0.420833
LRIVKLILKWLR 400 67 1551.0406  12.531746 oo 43.975 2 0060166667 09564832 048 01 0.84 0.89 16 031
5399166
KRIRKRIKKWLR 8.00 33 1681.153  12.99207 975 82.7583333 pas -0.9575 09094241 049 -0.76 0.76 181 262 1.27
186.666 1.293333
KRIVKLILKWLR 5.00 58 1566.0553 1254607 - 55.0016667 oS -0.144166667 09564832 048 024 0.82 0.25 19 0.09
1.00 25 1060.2613  9.700016 73%333 412666667 0.821666  0.303333333  0.2548238  0.49 0.05 038 021 031 -0.09
GLPGPLGPAGPK 67
3.00 67 12816479 11103081 1228 20016667 0488333 0158333333  0.4124666 058 -0.04 0.75 08 0.92 -0.08
LNLKALLAVAKK 33
127.692 0.126153
CLFDIKKIAESE 0.00 53 14807672  6.492972 o 20.4769231 > 0206023077 07127588  0.49 0.04 071 0.67 0.66 -0.03
1.00 61 1307767 10549999 292307 323307692 1546153 0587692308  0.5867194 1 023 0.69 1.81 019 .0.88
FLPLIGRVLSGIL 85
0.00 61 1378718 6009982  2°53%7 44538462 1749230 0590769231 04517993  0.49 023 0.77 1.67 0 -1.03
LLPIVGNLLNSLL 77
FVQWFSKFLGRI 2.00 61 1640.9914  11.651769 11%'9307 240461538 0.123076  0.336923077  0.6963173  0.83 0.07 0.7 0.82 11 -0.87
L 92
FLSGIVGMLGKL 1.00 61 13817302 9700016 2397 234230760 1992307 0647692308  0.4264853  0.86 027 0.62 1.67 0.28 0.9
F 69
2.00 61 1474803 10805304 2307 22384615 1618461 0524615385 06474941 052 0.19 0.72 151 0.56 071
FFGSVLKLIPKIL 54
[AWKWAWWAW | 3 00 77 18201855 12516461 0097 aagsaersa 05193 0137602308 05455389 0.49 -0.06 07 -0.28 332 1,01
112.307 3489230
FKRIVORIKDFLR 4.00 46 1710.1092  12.24367 23 187 % -0.389230769  0.9663389 05 0.4 0.7 -0.44 1.23 048
2.00 61 1500.8545 10805304 2099 153023077 0986153 0471538462 06285352 051 015 0.7 1.08 11 073
IFKAIWSGIKSLF 85
1.00 53 1503.8477  9.537315 150 -2.0769231 0.806153 0407692308 05904651  0.73 011 0.69 0.78 12 043
ILGKIWEGIKSLF 85
0.00 69 13316179 6009982 %2384 92307602 1816023 0674615385  0.4010355 054 0.28 0.73 1.93 0 -1.04
IFSAIAGLLSNLL 08
1.00 69 13767047 9700016 %2384 290602308 1836153 0658461538 04577755 052 027 0.68 17 0.28 091
IFGAIAGLLKNIF 85
ALWKTLLKKVLK 4.00 62 15119577 11278354 009 78538462 0376923 0101538462  0.6619763 1 -0.08 0.74 045 1.66 012
A 08
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KIWFQNRRMIW 6.00 38 1849.2761  12.559571 30 467615385 >'900'° 0604615385 02007722 0.16 053 0.72 -1.86 267 0.46
RIWFQNRRMRW 6.00 38 19613207  13.198992 30 1356153846 OO[O19%  0oz1538462 02313818 015 073 0.72 -2.05 2.29 0.46
KIVFQNKIMICW 6.00 38 17932493 11.499612 30 459923077 23515%% 0446153846 0230158 0.16 -0.43 0.72 177 2.86 0.46
GLFDKLKSLVSD 0.00 46 14687120 6447271 2397 gee02308  O74%% 0150769231 0573403 05 -0.05 0.7 0.34 056 0.05
134.615 0.169230
SLrDIVKKLVSDE | 000 54 1480.7673  6.447271 28 -2.3538462 % 0272307692  0.6534147 05 0.03 0.72 0.78 0.56 -0.08
157.692 1.806923
CIKRIARLLRKIE 5.00 62 1674.1549  12.813636 8 36.0615385 o 0102307692 10972005  0.82 021 0.8 0.55 1.13 0.04
FLGALWNVAKSY | 1.00 69 14517312 9.700016 120 304076923 1167692 0517692308 04450659  0.84 0.18 0.66 1.21 0.82 -0.96
F 31
\Fg';RFAWWWAFL 4.00 69 18502076 12977126 7992 1006076023 2029923 0148461538  0.4489677 0.6 -0.24 0.69 027 235 -0.58
\FQRRFPFFFPFLR 4.00 54 17851736 12977126 2307° 1714307602 2720384 0137602308  0.4780948 0.7 -0.24 0.67 0.06 0.75 -0.29
1.00 69 1449.8398  9.298295 210 -38307692 2323076  0.663846154 04252449  0.89 0.28 0.75 1.99 0.67 a1
FLYIVAKLLSGLL 92
2.00 62 16500422 11651769 12397 456615385 0476023 0383846154 06428803 054 01 0.7 0.88 1 .0.88
FVPWFSKFLPRIL 08
1.00 69 1383.7805  9.700016 210 10.9846154 2.333846  0.653076923  0.4375169  0.98 027 0.73 1.97 0.28 -0.92
FLPIVAKLLSGLL 15
AKKFGKAFVGEI 2.00 54 14257522 10506002 °7%%  sagaersa O02007° 0187602308 05113024 0.48 -0.03 0.59 0.29 0.94 011
ILGKLWEGLKSL 1.00 54 1503.8477  9.537315 150 226692308 0.806153 0.358461538 05361941  0.89 0.08 0.69 0.67 12 043
F 85
FVPWFSKFLGRI 2.00 62 16009774 11651769 12397 35661538 0549230 0411538462 06252185 071 012 0.68 0.97 1 .0.88
L 77
GFGMALKLLKKV | 3.00 61 1417.8505  11.103081 150 74 1237602 0325384615 05824719  0.86 0.06 0.67 1.03 0.85 031
L 31
3.00 62 1681.0096 11.823063 112307 551923077 005  0.250230769  0.7352484 06 0.02 0.73 07 1.29 -0.65
FVPWFSKFLKRIL - : : 69 : : : : : : : : ' :
FVPWESKFLWRI 2.00 69 17301387 11651769 oo0' 548615385 0656153 0436923077 06101225 057 013 0.73 0.93 1.54 115
L 85
5.00 54 1655.1892  11.402903 150  -7.8769231 0.166153 0067692308  0.8819109  0.41 01 0.78 0.15 1.94 001
ILKKIWKPIKKLF 85
EERWVQRWKRF 6.00 46 1906.3157  12.984715 52'3;076 144.2307692 4'32‘;5615 -0.602307692  1.0229035  0.46 053 0.72 135 248 0.24
‘é"L';RWVQRWKR 6.00 46 10453523 12.984715 52'3;076 155.7923077 4'413%615 -0.631538462  1.0229035  0.47 055 0.72 163 301 017
wESWVQRWKR 6.00 46 10843880  12.984715 52'35;076 200.3461538 4'463‘é615 .0.660769231  1.0107281  0.55 057 0.72 192 355 01
WKRWVRRWKR 7.00 46 20124457  13.107432 52'35;076 253.4076923 5'1882153 -0.79 11452151  0.63 -0.65 0.72 -1.99 3.64 032
4310769
FKRINGRIKDFLR | 00 38 1734.0804  12.24367 90 19.4307692 . -0532307692  0.8831423 05 -0.49 0.77 -1.03 1.23 062
4226153
FKRIOQRIKDFLR | 00 38 17481073 12.24367 90  40.0461538 2 -0537692308  0.8804919 049 -0.49 0.76 -1.03 132 062
4158461
FKRIHORIKOFLR | 40° 38 1757.1177  12.243671 90  34.7230769 = -0.503076923  0.8981806 05 047 0.77 -1.01 1.34 056
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112.307 3.646153
FKRIVORIKDGLR | 490 38 1628.9845  12.24367 o 245 ° -0.443846154 09397744  0.49 -0.43 0.72 -0.68 1.23 0.68
112.307
FKRIVORIKDSLR 4.00 38 1659.0108  12.24367 o 30.3153846  3.98  -0.494615385  0.9184650  0.48 -0.46 0.76 072 1.23 0.7
112.307 4229230
FKRIVQRIKDNLR | 490 38 1686.0364  12.24367 o 245 > 0540769231 09021257  0.49 -0.49 0.78 092 1.23 0.69
112.307 4144615
FKRIVORIKDQLR | 490 38 17000633  12.24367 o 245 poy -0.546153846  0.9004153  0.48 05 0.77 092 1.32 0.69
112.307 4076923
FKRIVQRIKDHLR | 4%° 38 1700.0737  12.243671 o 245 - 0511538462 09121298  0.48 -0.47 0.77 09 1.34 0.64
1.00 61 14588098 10549999 2307 50.4 1147692 0576153846  0.6497079 05 0.22 0.69 1.58 0.19 -0.95
FFPVIGRILNGIL 31
3.00 69 13048073 11103081  933%% 38307602 0820230 0252307692 05760155  0.62 0.02 0.77 1.08 0.85 022
LNLKALLAVAKKI 77
4.00 62 14519026 11278354 ‘%709 103615385 0263076 0089230769  0.63706 0.47 -0.09 0.79 0.65 113 0.05
LNLKKLLAVAKKI 92
ELMGTL'SKQMK 3.00 38 1434.8187  11.103081 ) 20.9153846 0‘5231615 0.012307692  0.4938136 05 -0.14 0.64 -0.12 0.94 0.08
GILDAIKAIAKAA 1.00 64 13115874 9537301 717 100142857 0770714 0382857143  0.6604573 0.7 01 0.63 1.01 052 -0.05
G 29
LKLKSIVSWAKK 4.00 57 1613.0628  11.278354 160  -31.7714286 0207142 0127857143 06597052  0.17 -0.06 0.75 057 1.54 011
VL 86
'LDWKK'-'-DAAKQ' 1.00 57 16550132  9.441551 153'571 a3gozgs71 043571 0.06 07058599  0.49 011 0.78 0.06 1.37 013
202.142
INLLKIAKGIIKSL 3.00 57 1523966  11.103081 242 910357143 075 031 06911107 055 0.05 0.78 1.06 0.79 -0.26
IDWLKLGKMVID 0.00 64 16150067 6447271 107242 531028571 0537857 0340714286 05648021  0.49 0.07 0.76 0.87 1.02 -0.26
AL 14
IDWLKLGKMVMD 0.00 64 1661.0937  6.447271 1521'f57 231928571 0513571  0.320714286 05676604  0.49 0.06 0.76 0.86 1.02 -0.3
VL 43
209.285 0.010714
INLKILARLAKKIL 4.00 64 16071022 11.924506 >2 18.6071429 P 0120285714  0.8392217 05 -0.06 0.82 0.9 0.96 0.1
3.00 71 14799120 11103081 957 100142857 0962142 03 05835604  0.83 0.05 0.77 1.16 0.79 -0.26
INLKALAALAKKIL 86
KKKKPLEGLFFG 4.00 50 16701167  11.278354 83'53714 39 0454285 0215714286  0.3238837 05 -0.01 0.63 033 1.05 -0.24
LF 71
EkRDSWKV'GSD 1.00 29 1646.8637  9.430802 048 aa6710285 3399285 o377140857  os253820 082 -0.39 0.68 122 1.46 0.94
GILGKLWKGVKS 3.00 50 15459314 11103081 135242 136428571 0842857 0337142857  0.6269346 1 0.07 0.62 0.64 1.28 .0.38
IF 14
LILGKLWKGVKSI 3.00 57 16020389  11.103081 160 197071429 1127142 03785714290 06269346  0.98 01 0.69 0.94 1.28 .0.51
F 86
SILGKLWKGVKSI 3.00 50 15759577 11103081 2142 197071420 0532857 0.29 06269346  0.94 0.04 0.66 0.61 1.28 -0.36
F 14
FILGKLWKGVKSI 3.00 57 1636.0561  11.103081 13%;“2 197071429 0988571 0.387857143 06269346  0.95 01 0.67 0.87 1.28 -0.56
F 43
KILGKLWKGVKSI | 4.00 50 16170536 11278354 135292 136428571 0379285 0105714286 07095497  0.89 -0.02 0.67 0.39 1.54 -0.16
F 71
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IDWKKLLNAAKQ! 2.00 57 16540284 10506901 5>t 338028571 05 0.068571429  0.6949739 05 01 0.78 0.06 1.37 -0.07
GILGKLWEGVKS 1.00 50 15468728 9537315 21 197071429 0.7%1857 0391428571  0.5580913 1 01 0.62 0.67 111 -0.38
FS‘\L/LRKFFRKLKK 7.00 43 18193163 12825635  032%° 100142857 37142 0500285714 10779467 0.1 -0.47 0.74 -0.62 1.57 0.67
'LDWKK'-'-DAAKK' 2.00 57 16550566 10333346 O30t 109142857 *049%8% 0013571420 07496015 0.9 -0.14 0.78 0.04 1.54 033
LNLKALLAVAKKI 3.00 71 1507.9667 11103081  “9%2%% 100142857 1.1%-17428 031 05760155 056 0.05 0.79 1.28 0.79 -0.33
ANLKALLAVAKKI 3.00 71 14658861 11103081 ‘%5371 109142857 0.899285 00278571429 05760155  0.73 0.03 0.76 114 0.79 -0.24
L 71

tALKAL'—AVAKK' 3.00 79 1464.9417  11.103081 21%;128 109142857  -1.725 0.41 0.5760155 0.63 0.12 0.77 1.66 0.79 -0.38
LNAKALLAVAKK 3.00 71 14658861 11103081 00>t 169785714 0.897-91285 0278571429 05573636  0.73 0.03 0.76 114 0.79 -0.24
LNLAALLAVAKKI 2.00 79 14508714 10805304 12978 169785714 1.6451;76142 0461428571  0.3996675  0.57 015 0.78 1.69 052 -0.58
LNLKAALAVAKK 3.00 71 14658861 11103081 %5571 109142857 oAss;-sizss 0278571429 05360167  0.73 0.03 0.76 114 0.79 -0.24
LNLKALAAVAKKI 3.00 71 14658861 11103081 %8571 109142857 0809285 00278571429 05845828  0.73 0.03 0.76 114 0.79 -0.24
L 71

LNLKALLAAAKKI 3.00 71 14799120 11103081 57 109142857 0.9%%142 0277142857  0.5560048 1 0.03 0.77 111 0.79 -0.26
LNLKALLAVAAKI 2.00 79 14508714 10805304 219428 109142857 1.622142 0461428571  0.4447304  0.57 015 0.78 1.69 052 058
LNLKALLAVAKAI 2.00 79 14508714 10805304 210428 169785714 1.622142 0461428571 05092879 057 015 0.78 1.69 0.52 .0.58
LNLKALLAVAKK 3.00 71 14658861 11103081 0550 32214286 0899285 0255714286  0.511439 0.61 0.02 0.75 1.09 0.79 -0.24
AL 71

LNLKALLAVAKK 3.00 71 14658861 11103081 005t 28428571 0.82;;;285 0278571429 05760155  0.73 0.03 0.76 114 0.79 -0.24
ENLKALLAVAKKI 3.00 64 14518592  11.103081 1815';128 485 0.83{;—76142 0268571429 05760155  0.61 0.03 0.72 0.98 0.79 02
LNLKALGAVAKK 3.00 64 14518502 11103081 0L0% 4.85 0.8382142 0268571429 05878537  0.61 0.03 0.72 0.98 0.79 0.2
KNLKALLAVAKKI 4.00 64 15229814 11278354 '°L%8 100142887 0373571 0127142857 05760155  0.58 -0.06 0.7 0.73 1.05 001
L 43

GNLKALAAVAKKI ] 3.00 64 14097786 11103081 %714 4.85 0615 0237142857 05845828  0.67 0.01 0.69 0.84 0.79 0.1
LNLRALLAVARR 3.00 71 15920060 12801075 2992%° 777100857 0830428 g0googs71a  0.782689 0.49 -0.09 0.79 115 053 -0.33
LNLKKLLAVAKKI 4.00 64 1565062 11278354 205142 485 0.592%714 0158571429  0.63706 0.46 -0.04 08 0.87 1.05 -0.08
tN'-KK'-'-KVAKK' 5.00 57 1622.1573  11.402903 195 7.2785714  -0.07 0.007142857  0.8295743 0.49 -0.14 0.81 0.46 131 0.17
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GNLKKLLAVAKKI 4.00 57 1508.9545 11278354  32%° 12142857 0311428 0117142857  0.63706 0.42 -0.07 073 057 1.05 0.05
L 57

LNLKKLAAVAKKI 4.00 64 15220814 11278354 0007 4.85 0373571  0.127142857 06334828  0.58 -0.06 0.77 0.73 1.05 0.01
L 43

FIGALLRPALKLL 2.00 71 14959148 11651769 195571 323642857 1314285 045 06060728 051 0.14 0.71 1.52 0.44 -0.63
A 71

FIGALLGPLLNLL 1.00 64 14818848 9700016  “053%%  28428571 2065714 0506428571  0.4086491 059 023 071 1.58 0.26 -0.89
K 29

GOLIGTLTAKQIK 3.00 36 14277505 11103081 O3h opges71a3 OZ0TY 0106428571 04700315 0.83 -0.08 0.59 0.04 0.88 0.05
KLLNLLPGLLAGI 1.00 64 14818848 9700016 %2242 109142857 2065714 0596428571  0.4086491 059 023 071 1.58 0.26 -0.89
F 29

ALLKLAPRLLAGI 2.00 71 14959148 11651769 19550 05357143 1314285 0.45 06060728 051 0.14 071 152 0.44 -0.63
F 71

FLSHIAGFLSNLF 1.09 53 16509406 9702002 19990 3y 0666667 0577333 0444666667 04343188 052 0.14 0.65 0.87 0.34 -0.79
GK 33

E"\ﬁKLKKLFKK'W 7.00 47 2063.6080  12.101753 78 -4.64 1‘96353333 -0.320666667  0.9060903 08 -0.35 0.75 -1.03 2.56 0.27
E’VR'FRR'FR'F'R 5.00 67 2139.6693  13.102061 130 4752 2‘38333333 -0.012 1.1586777 1 -0.16 08 0.69 1.28 -0.49
x\"/‘x\’KKSLGKS'K 5.00 40 17141276 11.402903 110 -16.48 1.064  -0.111333333  0.5900793 0.83 -0.22 0.68 -0.33 1.69 0.29
\S’EWKK'LGKS'KV 5.00 40 1728.1544  11.402903 1166‘;366 -7.38 1‘00353333 -0.091333333  0.5907193 0.71 0.2 07 -0.31 1.69 0.27
xEWKKSLGK”KV 5.00 47 17131832 11.402903 136 -15.2266667 0‘29333333 0.032666667  0.7025252 0.83 -0.13 07 0.2 1.69 0.15
\S’:;‘SKK'SGKS'KV 5.00 27 16029382 11402003  90%%%® 133066667 1942 -0.24 04260767  0.64 03 0.66 -0.61 1.22 0.65
VNRKKILGKSIKY 6.00 40 17101831  12.054565 136 23866667 095 -0.23 06267952  0.83 -0.29 071 -0.22 1.39 057
\S’ESKK'SPKS'KV 5.00 27 1643008 11402903  °09%%® 216466667 209199 -0.264 04524371  0.83 031 0.68 -0.69 1.22 0.65
QEFLPK'FCK'TR 3.87 53 17822388 10512673 %% 08333333 1046 0022666667 0777648 05 -0.16 07 0.21 0.9 -0.07
TRKRLKKIGKVLK L 7,00 40 1867.4011 1257238 233 a7eeee67 2753 0357333333 07557005 0.49 -0.37 071 -0.65 201 057
g\xEPWQVVK 5.00 47 17902322 12813636 05500 381033333 ~°L3%% 0307333333 09021363 0.49 -0.34 0.7 -0.03 115 033

2.166666

RIRPIOIKOKIR 5.00 47 1888.4198  12.813636 182 26.64 pa .0.167333333  0.9961763  0.49 -0.25 0.82 011 115 0.19
RLLRPLLQLLKQ 5.00 47 1888.4198  12.813636 182 740533333 2T90%%° 0316666667 08958776 0.49 -0.35 08 022 115 0.19
FKKLKKLFKKILK 8.00 47 10035582  11.645552 130 -37.4866667 0922666 o o6ce66667 08782608 062 032 0.79 -0.39 1.96 0.67

LK i 67
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INDICE DE
% DE ) ) ) )
PESO punTo | inpice | inpicepe | inpice | inpice bE GRAVY A - )
SECUENCIA C’\"AERT(ZA |§|EDS|;;’|CD)lFJcc))§| MOLECU | ISOELECT | ALIFATI | INESTABILI DE HIDROFOBIC Mo'\éENT HES"fgL' (HIDROPATIC hins(;f:rfce Hy‘?éﬁgath A”}’ég’ph" i':ﬁmph"
RoE LAR RICO co DAD BOMAN IDAD HIDROEG IDAD)
BICO

112.307 3.489230
FKRIVQRIKDELR 4.00 46 1719000 1224367 o 187 s .0.3892308  0.9663389 0.5 04 0.77 -0.44 123 0.48

523076 130584615 2.905384
VRREPWWWPELRR 4.00 53 1902283 12977126 7oy . P 02253846  0.4708408  0.66 0.29 0.67 079 2.35 05
KN SFIKKLTSAAKIVWVITARR | 7.00 42 2861508 11578678 oy~ 10615385 CO307® 001346154 06877733 083 0.15 0.66 -0.07 1.25 013
SIGKFLHSAKKFGKAFVGEIMN | 5 09 43 2066927 10802733 %1% 01043478 0310 01734783  oese23sy 017 -0.04 0.59 0.08 0.76 -0.06

8.33333 4573333
AKRHHGYKRKEH 527 17 1564.819  11.768432 3333 6383333338 T3 .0.6841667  0.3786066  0.46 058 0.62 228 211 0.68

88.0952 3343333
TRSSRAGLOFPVGRVHRLLRK | 809 33 2434879 13104767 20 900%% ganosser S0 03609524  0.8058292  0.47 0.38 0.62 -0.64 0.89 031
FIGALAKGALKLIPSLESSESK | 3,00 50 261211  10.802715  93.75 2425 0008 02016667 05605508 0.83 0 0.64 033 09 022
fm%fFFKKAAHVGKHVGKAA 4.00 44 2711167 10.866076  70.4 4972 0.2032 0.188 05030154  0.56 -0.03 057 -0.07 1.24 -0.36

149.333 ;
WKLEKKIGAVLKVL 5.00 60 1771300 11402008 053 c o 0538 01546667 06870352 0.1 -0.05 0.72 054 1.69 011
ﬁ}’g’gSFLKTFKSAVKWLHTALK 6.0 46 2020535 11499617 22510 5.45 0081230 005769231 06649795 085 0.11 0.67 01 117 01
ﬁ}’g’gSFLRTLKSPAKTVFHTALK 6.0 42 2046532 12054567 OCo%0 393076023 1.2 .0.01884615 0.6977578  0.76 0.16 0.66 015 112 -0.04
EgggFLRTFKSPVRTVFHTAL 6.0 38 3062654 12550571 1,00 3geasaets 19840 -0.055 08117528  0.51 0.18 0.65 025 1.08 -0.09

67.6923 100.607692 2626923
VRREAWWWAFLRR 4.00 69 1850208 12977126 °7 %0 s = .0.1484615  0.4480677  0.66 -0.24 0.69 027 2.35 -0.58

523076 171.430769 2.755384
VRREPEEFPELRR 4.00 54 1785174 12977126 %o s - 01376023  0.4780948  0.17 -0.24 0.67 0.06 0.75 -0.29
:EGSKEFKR'VQR'KDFLRNLVPRT 4.00 36 3043.609 11579285  101.2 36.16 3.0896 -0.2984 0.9663389  0.56 -0.34 071 -0.62 0.98 053
EEESLLSLGSKLLPSVFKLFQR 4.00 44 2870.474 11.248206  105.2 12.204 0.6284 0.0976 07089356  0.53 -0.08 0.67 0.22 0.79 -0.12
\F/';gF/iEWQWRMKKLGAPS'TC 8.00 48 3125816 12.353412  50.8 77.924 2.7516 -0.306 05741401  0.43 -0.34 0.65 -0.58 153 0.12
AKKVFKRLGIGAVLKVLITG 5.00 50 2099.635 11.097387 1315 7185 0.052 0.152 05404176  0.18 -0.05 0.62 0.61 0.86 -0.05
nggSFLKKLTSAAKKVLTTALK 7.00 42 2875535 11578678 ° oo0 10615385 0900 002653846 06674024  0.83 0.16 0.67 012 125 012
nggSFLKTLKSPVKTVFYTALK 6.00 38 2008645 1113013  °015%8 36.8 0049015 004461538 06198995 056 012 0.66 -0.09 131 013
nggSFLKTFKSPVKWFYTALK 6.00 38 3032663 1113013 ' .% 300307602 O7212%0 004961538 06312155 054 011 0.65 013 131 -0.16
nggSFLKTFKSPARTVLYTALK 6.00 38 2098605 11300357 0o 0 276 L0709 oo01260231 0697874 061 0.15 0.65 021 126 -0.09
gggSFLKTFKSPARTVLHTALK 6.0 38 207257 12054567 Oo0' 270653846 C50'° 003807602 0607874 0.4 017 0.65 -0.28 112 -0.02
RKSYKCLHKRCR 5.96 25 1577.932 11002014 325 721166667 5.1775 .0.8975 05538364  0.48 072 0.69 181 2.07 0.97

135.555 - .

6.00 56 216282 11499612 1000 o . 0198333 01361111 08056147 051 -0.06 0.75 052 122 -0.03

FLFKLIPKAIKKLISKFK : 33

145.833 2.479166
VOWRIRVAVIRK 4.00 58 1523801 1280743 2933 91666667 s 02091667  0.2654488  0.48 -0.28 0.74 013 16 0.02
TLISWIKNKRKQRPRVSRRRR 503448 204.324137 7.212068 ] )
T KK 16.00 17 3786516 13581508 U Z s 1125517 05352855  0.47 0.86 0.65 227 1.76 1.32
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333511764 10.91352
(NKRKRRRRRRGGRRRR 14.00 0 2348808  13.50286 0 ! o 1891176  0.4856867  0.47 135 06 -3.85 2.23 2.48
FLOGLIKIVPAMICAVTKKCHH 4.00 50 2028576  9.672349 105 286538462 000 02384615 03057406  0.49 0.01 0.67 0.34 0.76 051
FFGTLFKLGSKLIPGVMKLFSK 86.1538 ; 0.718076
et 6.00 42 3000725 114s7677  20% - 0TS 0.03769231  0.6085757  0.55 012 0.64 0.02 0.99 0.09
gﬁéEFYTHVFRLKKW'QKV'D 3.0 36 3088.605  10.237626 70 0.372 13724  166534E-18 0.8078533  0.49 0.15 0.65 -0.52 158 -0.14
5253333
RLLERKIRRLKR 7.00 42 1655115 13107432 130  69.9166667 o -0.825 09095883  0.48 067 0.78 -0.97 163 0.94
EEGWL'KPA'HAGKA'HGL'HRR 5.36 48 2932522  12.813623  105.6 81.556 1.1376 0.0824 05616721  0.75 -0.09 0.65 -0.05 11 -0.31
FEGWL'KGA'HAPKA'HGL'HRR 5.36 48 2932522  12.813623  105.6 81.176 1.1376 0.0824 05449308  0.75 -0.09 0.65 -0.05 11 -0.31
FiGWL'KGA'HAGKA'HPL'HRR 5.36 48 2032522  12.813623  105.6 73.072 1.1376 0.0824 05029101  0.75 -0.09 0.65 -0.05 11 -0.31
FiGWL'KGA'HAPKA'HPL'HRR 5.36 48 2972587 12.813623  105.6 84.172 1.1752 0.068 05756614  0.59 0.1 0.66 0.1 11 -0.31
GLIRLFSVIK 2.00 50 1133399 11651769 146 051 0372 0.199 06121546  0.57 0.02 0.68 0.88 061 035
CYX@EK'RKKLKNE'KKKWRKA 9.00 44 3170.938  11.602982 86 372 25564 -0.41 06791641  0.49 -0.41 0.72 122 245 0.75
KFKKLPKKLSPVIGKEFKRIVER | 10,00 41 3633564 12180408 0000 30.3862060 13007 03082750 11005208  0.44 -0.34 071 05 1.44 0.64
22,3076 ; 1.646923
HGVSGHGOHGTHG 0.00 8 1267.286  7.880118 T e e 0.06153846  0.2424501  0.49 0.11 0.41 12 054 -0.26
GRFKRFRKKLKRLWHKVGPFV | 918 37 3365120 12540407 Vo000 69.3a07407 20318 01992503 08870408 052 027 0.64 -0.66 159 01
RRLRPRRPRLPRPRPRPRPRP [ 1500 9 2895518 13541401 0,0t 112930909 7690909 124 03820814  0.49 -0.94 0.59 -2.69 134 1.47
GIGKWLHSAKKFGKAFVGEIM 3.09 43 2505963 10802733 2173 52608606 O3 01569565 06561155  0.26 -0.05 0.59 -0.08 1.06 01
121.428
CMASKAGAIAGKIAKVALKAL 4.00 61 196946 11278354 218 4g1a2857 076 02052381 05070861  0.17 0.04 0.59 0.84 0.7 -0.06
2.00 64 13206  10.805394 89'8309 204363635 0760909 03272727 04558508 052 0.06 0.63 03 1903 075
FWGTLAKWALK ' 09
113.076 - .
2.00 69 1504838 10805304 O07® o s 1161538 04307692 04978385 052 013 0.65 0.74 163 -0.82
FWGTLAKWALKAI : 46
FWGTLAKWALKAIPAAMGMK 4.00 57 2562.132  11.278354 72'96286 188521730 0.046056  0.1778261  0.5071073  0.54 0.03 0.62 0.01 13 -0.34
ONK 52
Q%ET'RQYLKNE'KKKGRKAV 6.00 36 2920505  11.10601 86 8.408 2.3316 -0.282 06522681  0.42 0.33 0.66 -0.93 171 0.56
Q@KEK'RKKLKNE'KKKGRKAV' 9.00 36 2921.616  11.602982 86 3.072 2.6676 -0.4364 06522681  0.48 -0.42 0.67 118 1.9 1.02
QVQ’VKEK'RKKLKNE'KKKGRKAV 9.00 40 3050.777  11.602982 86 0.324 25612 -0.4232 06522681  0.49 -0.42 0.69 12 217 0.89
Q%EK'RKKLKNE'KKKWRKAV 9.00 40 3050.777  11.602982 86 0.324 25612 -0.4232 06791641  0.49 -0.42 0.69 12 217 0.89
LWKIGKKIWRVLWNWR 5.00 56 2182601 1254607 115625 242875 1196875  -0.04125  0.8582406 05 0.17 0.73 -0.46 2.73 -0.44
145.833 0.746666
VERLKKWIOKVI 4.00 58 1557989 11924506 42533 49833333 s 0.008333333  0.6660284  0.49 -0.14 0.78 0.28 18 -0.17
97.2222 1.709444
HVERLKKWIOKVIDQEGE 2.0 44 2271693 10500669 ° 5222 83666667 - .0.06222222  0.8078533  0.48 -0.19 071 -0.44 142 0.06
83.3333 1.452380
Y THVERLKKWIQKVIDOFGE 2.0 43 2683151 10117216 0o 5.7380952 2 001333333  0.8078533 0.5 -0.14 0.7 -0.34 1.46 0.2
195.384 0526923
RILRAQGALK 3.00 62 1464861 12516461 009 192602308 %20 015 05854958  0.49 -0.05 0.75 0.95 0.76 0.2
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GRUIDKIARKLVKKIQREARKEE | 9 48 2832524 12538966 oo 64521730 9210 02030435 10076592 052 0.33 0.72 033 128 0.49
ELKAIKKEGKEFKKIGAKLK 7.00 45 2322952 11277729 88 2773 0.8545 01045 08798726  0.38 021 0.66 -0.35 153 0
% DE PUNTO INDICE | INDICE DE INDICE ¢ INDICE BE GRAVY . - .
PEPTIDO Cr\/;\;&A ﬁlltz)%elggggl MOLPIIEEESLAR 'S%'lz'c'gm A"(':FST' 'NEg;gB"" Bgl\E/IA HIDI!QNCI)DF%EEIIEDAD ’\I/I-I(I:)Igf?%\gg HEsl\fg H (HIDRDgg')“T'C' hins(;?;r?ce Hy?éicg/)ath An}gmfph” Hy?cri?fh"
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‘F{EE&DYRPRPR 2 13 1838.118 104383 1933 1363333 516 -0.606 02302518  0.49 053 06 2,07 1.07 0.87
\P’ggr’f‘DYRPRPW 2 13 1893.138 104383 1933  -1.126667  4.54 -0.5946 03998722  0.49 053 06 2.26 153 0.73
\L’\f/ﬁwVVVWLW 0 93 1811.246 6.09 194667  70.05 -3.314 0.9013 00832452  0.82 0.43 072 211 185 185
\AQE‘LKAAHYHT 1 46 1688.95 9.2632 98 as2033 08 0.08466 0325474  0.49 -0.09 0.68 021 12 0.15
X%PLGLV'CKAL 2 73 1656.164 8.821667 17533  -1.9866  -1.94 0514 04457968  0.51 0.18 071 1.66 0.95 0.79
é?(';AL'TRKPLK 5 33 1589 11.26 110.67 -4.86 071 0377 0.065 05 0.17 0.59 032 0.9 0.26
ﬁyLKLFKK'GAVL 5 60 177131 10.6 149.33 -28.99 -0.53 0583 0.483 0.41 0.05 072 0.54 1.69 0.11
%‘ECVLAVVVWLFL 0 93 1772.21 5.49 19467  346.04 -3.35 1.389 0.148 0.82 0.44 072 2.35 1.39 179
\L/\S\alﬁl\;\ﬁVVVWLY 0 86 1788.21 5.49 194.67 46.04 3.5 1.334 0.106 0.82 04 072 2.08 172 178
;QZLLGKALKAL 3 60 1558.93 103 130.67 138 -0.34 0.44 0592 0.87 0.02 0.66 0.59 0.82 0.15
gGLHL'KTA'—GML 1 60 1549.98 8.76 188.67 3.67 19 0.876 0.412 0.52 0.24 0.68 156 0.34 -0.82
\T/EECY'GYRRKV 4 33 1791.12 9.84 64.67 37.77 2.9 0.36 0.161 0.49 0.33 0.63 0.32 1.41 0.05
fﬁggKANKDVE 3 26 1600.84 10 58.67 8.14 321 -0.232 0.139 0.48 0.43 0.59 137 1.23 115
ESI?_LATEAESA 1 40 1555.75 453 98 76.48 1 0.297 0.225 0.48 0.1 0.62 -0.26 0.58 0.16
;SEIPVLGPVRG 0 33 1668.96 6 90.67 80.71 0.3 0.647 0.316 0.49 0 0.56 -0.03 0.67 0.35
wx"KKVLGK”K 5 53 1724.21 10.6 142.67 -25.88 0.16 0.398 0.581 0.59 0.12 071 0.19 1.69 0.09
XEWKK”—GK”KV 5 53 1738.24 10.6 149.33 -13.04 0.1 0.437 06 0.52 0.1 073 021 1.69 0.07
wWKK”—GK”KV 5 53 1766.29 10.6 162 -14.96 -0.04 0.497 0.657 0.56 -0.08 0.75 0.37 1.69 0.01
tETLKG'FKKVAS 3 53 1645.06 10.3 156 -23.33 -0.34 0571 0.465 0.52 0 072 0.76 073 -0.29
g?_HL'KTALGFL 1 60 1565.96 8.76 188.67 3.67 195 0.913 0.437 0.54 0.26 0.67 162 0.34 0.9
&G”TS'—'—KS'—GK 3 46 1584.02 103 182 5.19 -0.68 0.627 0.615 055 0.04 071 0.93 073 0.23
EVD'—KK'AN”NS' 1 60 1735.1 8.59 156 17.29 0 0.668 0.524 0.57 0.07 0.79 0.95 0.49 0.42
E'QPKKN”NS'-F 3 46 1794.17 11.17 104 51.47 0.87 0.597 0.32 0.49 -0.06 071 0.24 0.65 -0.33
EGL'EGT'-GN'-'-NG 0 46 1424.7 552 182 12,01 155 0.731 0.464 0.49 0.2 0.59 113 0 -0.84
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SIERGKLCR'SR 5 40 1672.07 11.72 110.67 21.27 2.47 0.264 0.166 0.49 0.33 0.64 0.23 0.98 0.41
&TEFSKPLDSFG 0 40 1632.84 5.84 52 7.13 0.2 0.589 0.242 0.49 0.06 0.56 0.23 0.24 -0.45
SEV(ESKP'DSFGL 0 40 1610.83 5.84 78 25.37 -0.09 0.658 0.282 05 0.08 0.56 0.28 071 -0.46
:\’;‘h‘f’KK'KS”KAA 4 53 1758.2 10.48 117.33 -14.56 0.72 0.407 0.428 0.49 0.13 0.76 -0.05 1.44 -0.01
%fLKRNGRTL 3 33 1787.09 10.28 90.67 7.27 1.64 0.431 0.412 0.49 0.17 0.63 -0.16 1.25 0.35
%ﬁALKRNGRTL 3 40 1757.07 10.28 097.33 28.71 1.35 0.434 0.413 0.49 0.14 0.63 0.01 1.25 0.36
E"ST(GL'GGLMKA 2 53 1518.92 10 136.67 6.24 -1.45 0.681 0.586 0.94 0.15 0.59 1.07 0.49 051
E('SSKG'-'GGLAKM 2 53 1504.89 10 136.67 33.63 14 0.661 0.61 0.96 0.14 0.59 1.07 0.49 0.47
,\GA'AESETVY'YGAN 2 40 1617.79 3.79 84.67 22.95 031 0.455 0.224 0.48 0.04 0.61 0.17 0.84 0.39
g':E'F;RRWCRAR 6 40 1908.27 123 65.33 02.89 5.24 0.143 0.19 0.48 06 0.64 123 154 0.54
E'SCLRTR'-TRRAG 5 33 1773.09 12.18 84.67 41.86 473 0.125 0.189 0.48 052 0.65 0,81 0.82 052
\L/Sg/ KRRLKCLLS 5 46 1728.18 11.72 142.67 110.99 217 0.379 0.232 0.46 031 07 0.19 0.98 0.29
gfééWARVRR'— 4 40 1762.05 12 84.67 34.66 2.93 0.309 0.19 0.48 031 0.59 0.47 1.45 0.01
EEEELKEGWKN' 2 40 1866.19 953 58.67 48.37 18 0.239 0.694 0.45 0.25 0.68 101 1.69 0.39
$§"F"RR'-SFRARG 5 33 1860.17 12.18 3267 16.62 43 0.177 0.225 0.48 -0.45 0.59 0.87 115 031
¥gFLLHK'YGN'R 2 40 1837.15 9.7 123.33 22.39 0.96 0.588 0.36 0.49 -0.06 0.73 0.08 118 -0.64
S'F-'-SG”-GAGKK' 2 53 1472.83 10 156 -6.13 151 0.667 0.388 0.62 0.18 0.59 127 0.49 -0.48
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WfpicULpOAS+7Qq84wMmKWUuPdvbedjMil6wHYRjYucroGf16r75tw+/0/EK59fNyt/WqzA==

LEONARDO DAVID HERRERA ZUNIGA | Fecha:2023-11-07 17:21:55 | Firmante
LNWEKAPOR+C9ixuz5KjICQrTivW7V9TAatshoY8RB+fQ7IpDFS9e505TEWKGyp4y9ISwqYfGIwBsgzm8ze30OEDyMnvILAMT6iIHQqqWBp1XpQ5HhBKhLgVHO7XjfGCx5rbbc5B
Ei8+h7JCkMJ5jupr/4ALmnJ/R2pgEb/SvIbGARI3NdwprRX5INHhkQj3mY 1VKYsVXw5nwEbXIBWvuQ/0v9J7EFUJIrORfOC00n4wPFwUIfoX7hBT41933DV3CeUndYdBCMKdjQf2G
MJxe3s4wbpLnshbFXZodNoBAggWIQGM4ZStbIM+Z434c7DDCJ7LC80XUcxI+h0mf2nS+YPgbw==

ROBERTO CARLOS MUNOZ GARAY | Fecha:2023-11-07 19:24:40 | Firmante
Eh4mbZ83eQDYPqD70uF1NfZpmKIiEGBzyjhmj8Cdu+UXWtgsx6JR13Ftigw/QjoDcHzVBrRxhyjsGe53AhTj4HP3hHWBRrnZCmdYN2x4c6km/IzDUpUuxVPvdnGLE07¢Z19TgGR
7kWd5qJROk+smJLuYeN73IPfa+DMdawsH2rGO6KIM8Cy1XB4/y7qPGgZRQJIpUbIRWcpgLbwlhERFBP8NGrIVHz52gIgT91FLUL4UNZ5Y 96 SFKWCPEKMPSN66igB5Kvs7Qj3v
Bwr76QBavzh3LrzIpn+LXLtnOCqwtvDLOakOIEpVA+rCYaH5ezTeUFW4Xn13RLi6IGPOQczcu02A==

MARIA DEL RAYO SANCHEZ CARBENTE | Fecha:2023-11-07 20:02:17 | Firmante
IgMTOJJIKCPTibe9oircul7FGbReH4bBjf2TdOrJ0gGr829kJITeyPvOLd+3G/74ZS/5r25nVK9IIEB8TX4LzeyrWOVOMegXjpHB1nkBuZIU7g+JR/VOHO3DFXx9BL9vJIhH3ejD8gm4Glar
MVC6DX/3guXCJIxxlIHg/FCU3ROMMKm+cVmsw8XRxZcFPsrZU/vIpdhoULOV9K87c8IXCANXRtIMMIKpEtv5RbVi2FsKH4aGvKD+X1EPz+xw5rr69u/aQGtiTpD/OMVw51iyBVF
Bni4tiVOKIhtk5CMHSrjV9sroSymuVqgsr5CduX7ulbuE4IIn1E27/m+062THoplzVQ==

Puede verificar la autenticidad del documento en la siguiente direccién electrénica o
escaneando el cédigo QR ingresando la siguiente clave:

YAgHdsKDG

https://efirma.uaem.mx/noRepudio/gz65CpCMSQfGaRPGMARTJJINh3BptRGQY

Una unive



https://efirma.uaem.mx/noRepudio/gz65CpCMSQfGaRPGMARTdJNh3BptRGQY

