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RESUMEN

Los péptidos antimicrobianos (PAM) son pequefias biomoléculas naturales que
muestran actividad antimicrobiana y desempefian un papel crucial en la defensa innata de
muchos organismos. Estos tienen propiedades fisicoquimicas y estructurales caracteristicas,
que son determinantes para su actividad biologica y su potencial terapéutico. El estudio de la
dinamica conformacional de estos péptidos es fundamental para comprender sus posibles
mecanismos de accion y su interaccion con las membranas celulares de bacterias con interés
clinico.

La dindmica conformacional se refiere a como la estructura tridimensional de una
biomolécula cambia con respecto al tiempo en periodos extremadamente cortos (periodos en
nanosegundos) y ante diferentes condiciones. Esto incluye la evaluaciéon de como los PAM
adoptan distintas conformaciones en respuesta a factores como el pH, o la temperatura. Estas
conformaciones pueden influir en su capacidad para insertarse en las membranas bacterianas,
lo que es esencial para entender su actividad biologica.

El método utilizado para estudiar estas dinamicas se realiz6 a través de simulaciones
por computadora y mediante el uso de softwares. Las simulaciones permiten modelar
interacciones a nivel atdmico y asi se puede evaluar cobmo los cambios en la secuencia de
aminodcidos pueden afectar la funcion de los PAM al compararse sus bioactividades con los
resultados de estas simulaciones.

El entendimiento de la dindmica conformacional de los PAM no solo proporciona
informacion sobre su funcionalidad, sino que también puede ayudar en el disefio o mejora de
nuevos agentes antimicrobianos para potenciar su efecto terapéutico, contribuyendo asi a la
lucha contra la resistencia antimicrobiana (RAM).



1. INTRODUCCION

1.1 Propiedades antimicrobianas de los compuestos naturales

Diversos compuestos encontrados en la naturaleza presentan propiedades
antimicrobianas ante toda una gama de microorganismos, entre los cuales destacan las
bacterias, hongos y algunos virus (Quintero et al., 2017). Dado su efecto antimicrobiano, a
esta clase de compuestos bioactivos se les puede considerar como antimicrobianos. En
general, estas moléculas de origen natural deben cumplir con los siguientes criterios: (i) baja
toxicidad, (i) actividad especifica y (iii) alta biodisponibilidad (Stan et al., 2021). Aunque la
naturaleza de sus efectos inhibitorios aun no estd completamente clara, se ha establecido que
estos compuestos actuan contra diversos microorganismos, destruyéndolos o inhibiendo su
crecimiento (Quintero et al., 2017). De esta manera, estos compuestos tienen el potencial de
ser utilizados para prevenir y tratar una amplia variedad de infecciones en los seres humanos,
los animales e incluso las plantas ya que esta demostrado que los compuestos antimicrobianos
naturales aislados a partir de animales y microorganismos tienen un buen efecto inhibidor
ante una amplia variedad de patdgenos (Stan et al., 2021).

1.2 Tratamiento con antibioticos

El tratamiento con antibioticos ha tenido un gran impacto en disminuir la morbilidad
y mortalidad producida por infecciones susceptibles que, de ser tratadas a tiempo,
disminuyen el desarrollo de enfermedades y las complicaciones que de ellas pudieran
presentarse (WHO, 2023). Desde el inicio del uso clinico de antibiodticos a finales de la
primera mitad del siglo XX, se identificé que habia especificidad de los mismos antibioticos
para ejercer su efecto contra diferentes bacterias de manera natural, fendmeno conocido como
resistencia intrinseca, asi se ha determinado que algunas bacterias por especie eran
previamente sensibles al efecto de un antibiotico especifico (CDC, 2019), tal es el caso de S.
aureus que puede producir penicilinasa, esta enzima puede hidrolizar el anillo -lactdmico
de la penicilina, y de esta manera genera resistencia a la penicilina de manera intrinseca
(Rayner et al., 2005).

1.3 Resistencia antimicrobiana

La resistencia antimicrobiana (RAM) aparece cuando los microrganismos buscan la
forma de sobrevivir y adquieren asi la capacidad de adaptarse a su entorno de forma natural
(Svarch et al., 2024). Algunos autores plantean que los mecanismos de resistencia bacteriana
se pueden categorizar en tres grupos o lineas de defensa, segtn los sitios de accion para esta
resistencia (Figura 1). (Zhou et al., 2013)



2.ANTECEDENTES

2.1 Lineas de defensa de la resistencia antimicrobiana

La primera linea de defensa son las biopeliculas bacterianas (Costerton et al., 1995)
cuya accion es limitar la entrada de los antibidticos al interior de la célula (Figura 1). La
segunda linea de defensa la conforman la pared celular, membrana celular y bombas de eflujo
(proteinas encargadas de expulsar sustancias toxicas), su actividad es limitar la asimilacién
de los antibidticos (Zhou et al., 2015), algunas bacterias como Acinetobacter baumannii
cuentan con esta linea de defensa, esta bacteria tiene baja permeabilidad de membrana y
ademas cuenta con tres principales bombas de eflujo (AdeB, AdeG y Adel) las cuales
obstaculizan el efecto de los antibidticos (Jiménez et al., 2023).
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Figura 1. Representacion grafica de las tres lineas de defensa que generan RAM, en la primera linea las bacterias forman biopeliculas, la
segunda linea involucra la pared celular, membrana celular, las bombas de eflujo y por ultimo en la tercera linea ocurren cambios
genéticos y bioquimicos internos que afectan directamente el blanco del antibidtico. (Zhou et al., 2015).

La tercera linea de defensa implica la alteracion de los sitios diana, la regulacion de
la expresion génica e incluso la produccién enzimas inactivantes (S-lactamasas). Se ha
reportado, por ejemplo, que Staphylococcus aureus, una bacteria Gram-positiva, anaerobia
facultativa e inmdvil de alto interés clinico, desarrolla resistencia a las sulfonamidas (Figura
2), mediante el incremento en la produccion acido paraaminobenzoico (PABA), el cual es un
analogo estructural de las sulfonamidas, posteriormente el PABA desplaza competitivamente
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a las sulfonamidas, el aumento inusual en la produccion de PABA generado por
Staphylococcus aureus, se debe a mutaciones en el gene regulador de la via biosintética del
fosfato (Elufisan et al., 2012; Zhou et al., 2015).

/4
s\N 2, O/CH3
H
o
b) NH e,

Figura 2. Homologia estructural entre el a) Acido para-aminobenzoico y b) la Sulfadoxina (WHO, 2010).

Por otra parte, la RAM se ve favorecida por el uso inadecuado de los antimicrobianos
en medicina humana, la falta de cuidados preventivos y el mal manejo de las infecciones
asociadas a la asistencia sanitaria. Otros aspectos por considerar en el retraso del diagndstico
microbioldgico son, entre otros: los tratamientos incompletos por los pacientes, la ausencia
de nuevos antimicrobianos, y la falta de higiene, entre otros factores que complican los
esfuerzos mundiales para su contencion (WHO, 2015).

2.2 Péptidos

Los péptidos son biomoléculas naturales que podemos encontrar en todos los
organismos vivos y que son fundamentales en todo tipo de actividad biologica, al igual que
las mismas proteinas (Nelson y Cox, 2017). Existen 20 aminoécidos (aa) naturales (Figura
3) los cuales se pueden combinar de manera aleatoria para generar una inmensa variedad de
moléculas con diversas propiedades bioldgicas (Vélez et al., 2021).
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La actividad biologica que desempenia un péptido depende de los aminoacidos que lo
componen, de esta manera la distribucion de cada residuo determina el tipo de estructura y
las propiedades fisicoquimicas que esta adquiere. En el contexto de aquellos péptidos con
actividad antimicrobiana, las propiedades fisicoquimicas de estos determinan a su vez como
asi son capaces de interactuar con la membrana celular, inhibir alguna actividad enzimatica,
alguna hormona o ciertos metabolitos (Téllez y Castafio, 2010). Los péptidos
antimicrobianos (PAM) generalmente tienen carga positiva (la cual oscila entre +1 y +9), un
porcentaje de hidrofobicidad que oscila entre el 40% y el 60%, punto isoeléctrico cercano a
pl =10, lo que confirma su caracter cationico (Dathe et al., 2001). La caracteristica principal
de los PAM es su anfifilicidad, propiedad directamente relacionada con la composicion y
distribucion de cada residuo en la cadena peptidica (Fong-Coronado et al., 2024).
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Figura 3. Aminoacidos naturales agrupados por las propiedades quimicas de su grupo lateral (R).

2.3 Mecanismos de accion de los péptidos antimicrobianos

Cada PAM tiene un mecanismo de accion diferente, se ha estudiado el mecanismo de
accion de los PAM pero los hallazgos no son satisfactorios porque los mecanismos son
extremadamente diversos, uno de los modelos méas ampliamente aceptados para explicar el
mecanismo de accidon general de los PAM (Figura 4) es el que ellos son capaces de interactuar
con la membrana celular bacteriana y alterar su integridad, lo que resulta directa o

12



indirectamente en la lisis celular (Raheem y Straus, 2019; Kumar et al., 2018; Florin et al.
2017). Los PAM también pueden tener actividades de mayor complejidad, como lo es la
inhibicion metabodlica y traduccional (Gagnon et al., 2016). Por otro lado, el estudio de los
PAM se ha basado en la identificacion, aislamiento y purificacion de péptidos de origen
natural provenientes de diversos organismos y el explorar su mecanismo de accidén puede
ayudar a generar variantes con actividades optimizadas y tratar de desarrollar nuevas
opciones farmacologicas (Luo y Song, 2021).
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Figura 4. Efecto disruptor de la melitina, un PAM con estructura secundaria de hélice alfa presente en el veneno de las abejas. El efecto se
da cuendo el PAM interacciona con la membrana celular promoviendo la formacién de poros acuosos a través de efectos parecidos a los
de un detergente (proceso denominado micelizacion) lo cual desestabiliza la célula provocando lisis o muerte celular. (tomado de Fong-

Coronado et al., 2024).

Para determinar el efecto antimicrobiano de los péptidos, se realizan estudios donde
estos se aplican a microorganismos patdogenos y se observa si hay una inhibicion de la
proliferacion celular; asimismo se analiza su interaccion con células humanas para descartar
la posibilidad de un efecto no deseado (Ramirez et al., 2023). En este contexto la situacion
actual de resistencia de los microorganismos a los antibioticos convencionales ha llevado a
la busqueda de nuevas alternativas. Los PAM han surgido en los ltimos 25 afios como una
familia de sustancias con gran potencial para uso clinico, debido a sus multiples mecanismos
de accion, amplio espectro de actividad y bajo potencial de resistencia (Téllez y Castaio,
2010).

2.4 Veneno de alacranes

El veneno de los alacranes posee una gran variedad de componentes bioactivos
(Figura 5), entre los cuales existen diferentes tipos de toxinas que se encargan de modular la
funcién de canales i6nicos y receptores en membranas de células excitables, estas toxinas
provocan los multiples sintomas conocidos de envenenamiento (Quintero et al., 2017). De
estos venenos también se ha aislado una cantidad enorme de péptidos bioactivos contra
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bacterias, hongos, levaduras y virus (Figura 5). Sin embargo, hoy en dia han sido evaluados
relativamente pocos péptidos con actividad antimicrobiana a partir del veneno de alacranes,
contra cepas bacterianas multirresistentes (Quintero et al., 2017). Por citar algunos ejemplos
se puede referir la hadrurina de Hadrurus aztecus (Torres-Larios et al. 2000), la
parabutoporina de Parabuthus schlechteri (Verdonck et al. 2000), la scorpina de Pandinus
imperator (Conde et al. 2000), los péptidos IsCTs de Opisthacanthus madagascariensis (Dai
et al. 2001) y las pandinina presentes también en el veneno de P. imperator (Nomura et al.
2001).

| Neurotoxinas | Inhibidores de

proteasas
13%

Péptidos
antimicrobianos
8%

Enzimas

I Inhibidores de proteasas I

| Péptidos antimicrobianos |

I Péptidos antihipertensivos I

Compuestos no proteicos ~

Enzimas
9%
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del veneno de alacrin

Otros
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Figura 5. Componentes del veneno de alacran y sus aplicaciones para combatir diversos patogenos bacterianos. El veneno de alacran esta
compuesto principalmente por neurotoxinas y un porcentaje menor de biomoléculas entre las cuales aproximadamente un 8% son PAM
que se pueden producir a partir de sistemas de expresion como E. Coli. para aplicaciones biotecnologicas como el desarrollo de farmacos
(Amorim et al., 2018).

2.5 Uso de los venenos en la industria farmacéutica

Los venenos siguen siendo un recurso infrautilizado para el descubrimiento de nuevos
farmacos dentro de la industria farmacéutica a pesar de una trayectoria de muchos afios
proporcionando compuestos importantes para la generacion de fAirmacos de gran éxito como
los inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina (ECA), como el Captopril ®
(Figura 5) medicamento usado para el tratamiento de la hipertension, creado a partir del
nonapéptido trepotida que fue aislado del veneno de la serpiente Bothrops jararaca (Ferreira
etal 1965) y el primer compuesto mimético de la incretina, hormona producida en el intestino
en respuesta a la ingesta de alimento y que actia potenciando la secrecion de insulina,
llamado exenatida (Figura 6) una forma sintética de exendina-4, péptido que se aislo del
veneno del lagarto monstruo de Gila para el tratamiento de la diabetes tipo 2 (Migdalof et al.,
1984; Itz et al., 2006).
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Figura 6. Estructura quimica del Captopril (NCBI, 2024) Figura 7. Estructura quimica de la Exenatida (NCBI, 2024)

Bajo este contexto, se puede decir que los PAM derivados de venenos han demostrado
tener actividades bioldgicas prometedoras y potencial para la generacion de potentes agentes
antimicrobianos mediante un disefio racional (Ageitos et al., 2022). En resumen, los AMP
estan ampliamente distribuidos en los venenos de alacran y poseen un espectro relativamente
estrecho de actividad antimicrobiana sobre bacterias Gram-positivas y Gram-negativas. Entre
muchos otros ejemplos, recientemente se evalu6 el efecto antibacteriano in vitro del veneno
del alacran Hadruroides charcasus frente a cepas de S. aureus y Pseudomonas aeruginosa,
donde se comprob6 que estos péptidos tienen un efecto inhibitorio sobre el crecimiento de
tales patdgenos (Pérez et al., 2019).

2.6 Propiedades fisicoquimicas de los péptidos antimicrobianos aislados en venenos de
alacran

Los PAM en su mayoria son moléculas cortas, anfifilicas y altamente catidnicas
(Bahar y Ren, 2013) con alta solubilidad y bajo peso molecular (Li et al., 2019). Estas
propiedades determinan asi que tales péptidos se reconfiguren estructuralmente al momento
de entrar en contacto con la bicapa lipidica, y de esta manera faciliten la formacion de poros
acuosos en la membrana de los microorganismos, lo que altera su permeabilidad y provoca
la muerte celular (Agawa et al., 1991). Por otro lado, los PAM encontrados en el veneno de
los alacranes, al ser generalmente cortos (13-25 aa) y poseer una modificacion quimica que
consiste en la presencia de su grupo amida en su extremo C-terminal, exhiben actividad
antimicrobiana que puede explicarse en funcion de los mismos parametros, particularmente
modulando su grado de helicidad (Zeng et al., 2013; Quintero et al., 2017; Salazar-Hernandez
et al., 2023). Ademas, es importante mencionar que los PAM pudieran ser empleados como
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agentes terapéuticos en el tratamiento de diversas enfermedades infecciosas y/o
complementar los tratamientos terapéuticos para combatirlas de la mano del uso de
antibidticos convencionales, pues se ha reportado que tienen efectos sinérgicos favorables
con estos (De La Fuente et al., 2015).

Un ejemplo de lo dicho anteriormente lo constituye un péptido lineal citotoxico del
alacran Opisthacanthus madagascariensis (Figura 8), el cual se denomin6 IsCT. Este es un
péptido de 13 residuos de aa, cuya secuencia primaria es la siguiente: ILGKIWEGIKSLF-
NHoa. La caracterizacion de este péptido exhibio baja actividad hemolitica y alta actividad
antibacteriana contra bacterias Gram-positivas y Gram-negativas, lo que indicod
inmediatamente su alto potencial terapéutico (Dai et al., 2001). Hasta la fecha, se han
reportado 134 PAM cortos de veneno de diversas especies de alacran, formados por menos
de 20 residuos de aa, en la Base de Datos de Actividad Antimicrobiana y Estructura de
Péptidos, DBAASP (https:// dbaasp.org) (Fong-Coronado et al., 2024).

Figura 8. Imagen del alacran Opisthacanthus madagascariensis femenino, A) aspecto dorsal de cuerpo, B) aspecto ventral del cuerpo, C)
aspecto retrolateral de la pinza que ilustra los margenes dentados. Barras de escala: 10 mm (A-B), 5 mm (C). (Monod et al., 2019).

Como se menciond anteriormente, el principal atributo de estos péptidos
antimicrobianos en general es su cardcter cationico, lo que significa que tienen carga neta
positiva a pH fisiologico (7.2 — 7.4) debido a un alto contenido de arginina y lisina en relacién
con la presencia de 4cido aspartico y acido glutdmico (Hancock y Sahl, 2006). Por otra parte,
los PAM adoptan estructuras anfipaticas en medios acuosos con una cara hidrofobica opuesta
a otra de caracter hidrofilica, lo que les confiere propiedades para interaccionar y causar
alteraciones en las membranas, algunos modelos propuestos son el modelo de duela de barril,
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el modelo de poro toroidal y el de alfombra Figura 9 (Ahmed y Hammami, 2019; Kumar et
al., 2018).

Figura 9. Modelos esquematicos de los principales mecanismos de accion propuestos para los PAM sobre las membranas celulares de los
microorganismos. En el modelo toroidal, los péptidos inducen una curvatura del lipido formando un poro continuo en forma de toro; el
interior esta revestido por péptidos y cabezas lipidicas. En el modelo de alfombra, los péptidos se acumulan paralelamente sobre la

membrana (como una “alfombra”) y al superar una concentraciéon umbral, causan disrupcion y fragmentacion, tipo detergente. El modelo
Barrel-Stave los péptidos se insertan perpendicularmente formando un poro tipo barril rodeado solo por los péptidos. (tomado de
Amorim-Carmo et al., 2022).

Los alacranes son animales venenosos, conocidos por sus efectos adversos causados
al interactuar de manera accidental con los seres humanos ya que su veneno transmite una
variedad de toxinas perjudiciales con diversas actividades fisiologicas que pueden ser desde
sintomas leves como la dermatitis y ciertas respuestas alérgicas menores y hasta sintomas
graves como las enfermedades relacionadas a la coagulacion (Shah P. et al., 2018). En la
actualidad se cuenta con amplios estudios y reportes que se enfocan en el estudio de los
péptidos con actividad antimicrobiana con la finalidad buscar sintetizarlos, como también la
variacion en su estructura quimica para evaluar su capacidad antimicrobiana (Pérez O et al.,
2019).

Asi, el veneno de estos artropodos representa una nueva fuente de PAM con
actividades de amplio espectro. Un caso especifico es el correspondiente a los PAM Uy234,
Uyl7, Uy192, AcrAP1 y AcrAP2 encontrados en los venenos de los alacranes Urodacus
yaschenkoi (Figura 10) y Androctonus crassicauda (Figura 11) respectivamente. Estos
péptidos mostraron una alta actividad antimicrobiana contra los aislados clinicos de bacterias
multidrogorresistentes (MDR) como se muestra en la tabla 1 (Cesa-Luna et al., 2019; Du et
al., 2014).

Figura 10. Imagen del alacran Urodacus yaschenkoi Figura 11. Imagen del alacran Androctonus crassicauda
(Jennings J. et al., 2009). (Rouhullah, D. y Behrooz, F. 2012).
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Tabla 1. Concentraciones minimas inhibitorias de los PAM s sobre bacterias Gram-
positivas, Gram-negativas y una levadura. (Cesa-Luna et al., 2019; Du et al., 2014)

STl CMI (uM) # error estandar

Uy234* | Uyl7 ‘ Uy192 | AcrAP1 | AcrAP2 | Referencia
Escherichia coli ATCC 25922 190 186.2 >339.3 ND ND Cesa-Luna et al., (2019)
Staphylococcus aureus ATCC 25923 296+25 232 424 ND ND Cesa-Luna et al., (2019)
Streptococcus sp. SP10 29 232 10.6 ND ND Cesa-Luna et al., (2019)
Streptococcus sp. ST9 59 11.6 15.9+7 ND ND Cesa-Luna et al., (2019)
Candida albicans ND ND ND 16 16 Du et al., (2014)
Staphylococcus aureus ND ND ND 8 8 Du et al., (2014)

Para una comprension completa de su potencial terapéutico, es importante tomar en
cuenta las propiedades fisicoquimicas de los PAM con un analisis composicional completo
que incluya los diferentes parametros fisicoquimicos y estructurales asociados con estas
moléculas bioactivas, y de esta manera crear la propuesta de un marco teorico para el diseno
de nuevos farmacos (Fong-Coronado et al., 2024). En resumen, los péptidos encontrados en
los venenos de multiples alacranes se consideran una alternativa a la terapia contra bacterias
multirresistentes, ya que constituyen todo un arsenal de biomoléculas con diferente peso
molecular, estructura, quimica variable y a través de herramientas biotecnologicas, pueden
ser analizados con la finalidad de potenciar su actividad a través de las modificaciones en su
composicion quimica (Pérez et al., 2019).

3. JUSTIFICACION

Debido al incremento de microorganismos multirresistentes a nivel mundial y la
limitacién de antimicrobianos efectivos contra estos patégenos, la RAM se considera una
amenaza mundial y un problema critico en términos de salud humana ya que el riesgo de
propagacion y persistencia de enfermedades infecciosas esta en constante aumento.

La RAM a multiples farmacos no solo amenaza la vida de los pacientes, sino
también aumenta la estancia hospitalaria y el tiempo de uso de los medicamentos, lo que a
su vez se traduce en un aumento del gasto econdmico para los pacientes (Haiyang y
Quifones, 2021). Como alternativa, algunos PAM ya son usados en el tratamiento de
enfermedades causadas por patégenos multirresistentes, mientras tanto otros se encuentran
en fases experimentales para mejorarlos y comercializarlos, por ejemplo, el Pexiganan ®, un
péptido modificado a partir de la magainina del veneno de ranas X. laevis, el cual se emplea
contra la mayoria de las bacterias aerobias Gram-negativas de la familia Enterobacteriaceae,
algunos hongos como Candida spp. y otras bacterias como Cryptococcus, y Pneumocystis
carinii (De Lucca Y Walsh, 1999). Es asi como el desarrollo de nuevos farmacos esta

18



directamente asociado a explotar el gran potencial que tienen los PAM presentes en diversas
especies de alacranes, y que ain no se han estudiado lo suficiente. Por otra parte dada su
actividad biologica y el hecho de que al ser tan pequefios se facilita su sintesis quimica (Fong-
Coronado et al., 2024); ademas, los analisis predictivos de la actividad de estos péptidos
resultan fundamentales para contribuir con métodos para de disefio racional, mediante el uso
de secuencias consenso o templados para identificar aquellos péptidos en los que observa un
mayor potencial en términos de su actividad antimicrobiana (Samael et al., 2018; Fong-
Coronado et al., 2024).

Por tanto, el potencial y aplicaciones de los PAM de alacranes son casi ilimitados, ya
que en la naturaleza se han caracterizado multitud de estas moléculas; ademas, estos se
pueden sintetizar y modificar para obtener millones de posibles opciones de péptidos con
actividades biologicas optimizadas (Samael et al.,2018).

4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Generar modelos estructurales de alta calidad para los siguientes péptidos: Uy234,
Uy192, Uyl7 de Urodacus yaschenkoi y ActAP1, AcrAP2 de Androctonus crassicauda y
evaluar su potencial farmacologico en términos de sus propiedades conformacionales.

4.2 Objetivos especificos

e (alcular los siguientes parametros fisicoquimicos para cada modelo: Carga neta,
potencial electrostatico, momento hidrofébico, momento dipolar, flexibilidad
intrinseca, indice de Boman.

e Realizar simulaciones de dindmica molecular en fase acuosa para cada modelo
en periodos de 100ns.

e Realizar un estudio de combinatoria sin repeticion para cada modelo generado
en términos del RMSD (root mean square deviation) para determinar asi el grado
de libertad conformacional de cada péptido en fase acuosa.

e (Contrastar los datos conformacionales con la bioactividad de cada péptido en
términos de la concentraciéon minima inhibitoria (CMI) en cepas de S. aureus
reportadas en literatura

e Proponer un sistema de interacciéon péptido/lipido para cada modelo
flexibilizado (Uy234, Uyl192, Uyl7, AcrAP1, AcrAP2) en términos de su
libertad conformacional.
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5. DIAGRAMA DE TRABAJO
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Figura 12. Diagrama de trabajo dividido en secciones.
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6. MATERIALES

6.1 Herramientas bioinformaticas:

AlphaFold, BioEdit, PyMOL, Heliquest, FlexiProt, WebGro, Molprobity.

6.2 Material biologico:

Cotejo de datos de inhibicion para cada péptido previamente reportados en la
literatura.
6.3 Equipos

Computadora con conexion a internet y que cumpla los siguientes requisitos basicos:

. Un sistema operativo compatible, como Windows 10 o
posterior, macOS 12 o posterior, o Linux.

. Una tarjeta grafica que admita OpenGL.
. Una cantidad minima de memoria RAM.
. Un ratén de tres botones o tipo "wheel".
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7. METODOS

7.1.1 Prediccion de las estructuras de los cinco péptidos cortos seleccionados.

AlphaFold2 es un sistema de inteligencia artificial que se especializa en la prediccion
de la estructura tridimensional de péptidos y proteinas a partir de su secuencia de
aminodcidos.

7.1.2 Alineamiento de los péptidos seleccionados

BioEdit es un editor de alineacion de secuencias bioldgicas que ayuda a la
manipulacion de secuencias desde la computadora.
7.1.3 Creacioén de un logo de secuencia

WebLogo es una aplicacion web disenada para la generacion de logotipos a partir de
secuencias de péptidos y proteinas previamente alineadas, con el fin de obtener una
representacion grafica de una alineacion de secuencias.

7.1.4 Visualizacion de los modelos generados

PyMOL es un software de visualizacion molecular muy utilizado que permite a los
investigadores visualizar y manipular estructuras tridimensionales de moléculas, como
péptidos, proteinas, acidos nucleicos y complejos macromoleculares.

7.1.5 Calculo de hidrofobicidad, momento hidrofébico y carga neta

HeliQuest es un servidor web usado para calcular a partir de una secuencia, sus
propiedades fisicoquimicas, con el fin de identificar segmentos de proteinas que posean
caracteristicas similares.

7.1.6 Calculo de la flexibilidad intrinseca

FlexiProt es una herramienta que calcula la flexibilidad intrinseca de secuencias
primarias de proteinas, lo que permite evaluar este pardmetro estructural para péptidos cortos,
lo que es importante para comprender como interactian con otras moléculas, como los
lipidos.

7.1.7 Simulaciones de Dinamica Molecular

Evaluacion de la libertad conformacional para cada péptido, en fase acuosa y
mediante el uso del campo de fuerza Gromos96-43al
7.1.8 Célculo del momento dipolar

Protein Dipole Moments es un servidor web que calcula el momento dipolar de
secuencias primarias a partir del modelo generado en formato “pdb”. Con el célculo del
momento dipolar del modelo inicial y el valor calculado para cada simulacion se puede
realizar la estimacion del porcentaje de orden estructural que conserva el modelo después
de las simulaciones.
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8. RESULTADOS Y DISCUSION

8.1 Alineamiento de secuencias

El alineamiento de las secuencias es de gran utilidad para poder observar posiciones
de residuos de aminoacidos que pueden ser similares respecto a las secuencias de los demas
PAM.

Uyl7  ---ILSATWSGIKGLL----
Uy192 ---FLSTIWNGIKGLL----
Uy234 FPFLLSLIPSATS-ATKRL-
AcrAPl --FLFSLIPHATS
AcrAP2 --FLFSLIPNATS

Figura 13. Alineamiento de secuencias para los PAM Uy17, Uy192, Uy234, AcrAP1, AcrAP2.

Las secuencias alineadas denotan ciertas zonas conservadas por algunos residuos de
aminodcidos a pesar de ser de diferentes tamafios, a partir de esto se puede intuir que la
posicion de ciertos residuos es de gran relevancia para que los péptidos puedan tener alguna
actividad biologica.

8.2 Logo generado.
4
3
a
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Figura 14. Logo generado para las secuencias alineadas de los PAM Uy17, Uy192, Uy234, AcrAP1, AcrAP2, el logo representa la
frecuencia de cada residuo de aminoacidos en bits por posicion. Se observa predominancia de residuos de Serina en la posicion 5,
predominancia de residuos de Isoleucina en las posiciones 7 y 11, mientras que en la posicion 8 se observa la presencia de residuos de
Prolina (Estigmurinas) y Triptéfano (Pantininas).

En el logo se observa la presencia de dos tipos de residuos muy interesantes, las
prolinas (P) y los triptofanos (W), estos residuos se ubican aproximadamente en el centro de
las secuencias y toman gran relevancia ya que todos los péptidos analizados tienen estructura
de alfa hélice y puede ser desestabilizada debido a la presencia de estos residuos. Por su parte
la prolina a pesar de ser un residuo pequefio irrumpe en la formacion de puentes de hidrogeno
con respecto a los residuos de aminoacidos adyacentes y el triptéfano al tener una cadena
lateral R de gran tamafio, puede generar una tendencia a desestabilizar la estructura debido
al impedimento estérico con las demas cadenas laterales.
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8.3 Propiedades fisicoquimicas de cada péptido

En la tabla 2. se resumen los datos obtenidos de las propiedades fisicoquimicas
calculadas para cada PAM.

Tabla 2. Propiedades fisicoquimicas calculadas.

Carga indice de Potencial
PEPTIDOS COMPOSICION GRAVY  p(Debye) mBf <H> pH ne t% Boman (kcal/  electrostatico ¢

mol) (kJ/mol)

Uyl17 ILSAIWSGIKGLL-NH2 1.50 151 1.69  0.922 0.66 1 -1.78 1.06 E4
Uy192 FLSTIWNGIKGLL-NH2 0.97 153 1.80  0.875 0.71 1 -1.04 8.94E3
Uy234 FPFLLSLIPSAISAIKRL-NH2 1.33 115 1.79  0.873 0.47 2 -0.74 1.15E4
AcrAP1 FLFSLIPHAISGLISAFK-NH2 1.41 171 1.60  0.902 0.44 1 -1.25 1.16 E4
AcrAP2 FLFSLIPNAISGLLSAFK-NH2 1.36 172 1.69  0.856 0.47 1 -1.14 1.23 E4

En la tabla se puede observar que las principales caracteristicas de los PAM es su
carga positiva, ademas de un valor de indice de Boman ligeramente bajo, esto indica que
tienen una baja capacidad de interaccidon con otras moléculas, el momento dipolar indica un
alto orden estructural, asi como la consolidacién de vectores dipolares en cada estructura y
el indice de GRAVY la anfipaticidad de cada secuencia, siendo los valores cercanos a cero
particularmente hidrofilicos y los que se alejan de cero hacia valores cada vez mas positivos,
mas hidrofobos.

8.4 Concentraciones minimas inhibitorias (CMI)

Se realizd un cotejo de datos sobre las concentraciones minimas inhibitorias en
articulos que han estudiado anteriormente el efecto terapéutico de los 5 péptidos sobre cepas
de bacterias MDR, los datos encontrados fueron descargados en la tabla 3, los estudios sobre
las CMI fueron hechos sobre bacterias gram positivas, gram negativas y una levadura.
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Tabla 3. Concentraciones minimas inhibitorias de 5 péptidos antimicrobianos sobre cepas

de bacterias MDR.

Cepa bacteriana

CMI (uM) + error estandar

Uy234* Uy17 Uy192 AcrAP1 AcrAP2 Referencia

Escherichia coli ATCC 25922 190 186.2 >339.3 ND ND Cesa-Luna et al., (2019)
Staphylococcus aureus ATCC 25923 29.6+25 232 424 ND ND Cesa-Luna et al., (2019)
}Ifiﬁii;ealli?ae A‘YD‘rCl‘eCL‘lrln.? géa; o 190 372.5 169.6 ND ND Cesa-Luna et al., (2019)
Klebsiella sp. 190 186.2 >339.3 ND ND Cesa-Luna et al., (2019)
Burkholderia cepacia >380 >372.5 >339.3 ND ND Cesa-Luna et al., (2019)
Paraburkholderia silvatlantica 95 232 10.6 ND ND Cesa-Luna et al., (2019)
Streptococcus sp. SP10 29 232 10.6 ND ND Cesa-Luna et al., (2019)
Streptococeus sp. ST9 59 11.6 1597 np ND Cesa-Luna et al., (2019)
Candida albicans ND ND ND 16 16 Du et al., (2014)
Staphylococcus aureus ND ND ND 8 8 Duetal, (2014)
Escherichia coli ND ND ND >250 >250 Du et al,, (2014)

*Péptido con mayor carga neta (+2).

Al observar los datos de CMI y la flexibilidad intrinseca de cada péptido (mBf, factor
B promedio) es evidente que la flexibilidad es un parametro de poca relevancia ya que entre
los parametros de flexibilidad son un tanto similares y no hay mucha diferencia como la que

hay entre en las CMI.

8.5 Modelos estructurales generados

Cada modelo generado fue visualizado con ayuda del programa <PyMol>, esta
herramienta permite visualizar estructuras de diferentes maneras, ya sea observando solo la

cadena principal representada en: lineas, esferas, etc. o haciendo denotar ciertas

caracteristicas que se pueden considerar relevantes en el modelo estructural.
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FLFSLIPHAISGLLSAFK

Figura 15. Modelos estructurares de los péptidos antimicrobianos A) Uy17, B) Uy192, C) Uy234, D) AcrAP1, E) AcrAP2, cada uno con
su respectivo diagrama de rueda helicoidal y mapa de Ramachandran correspondiente, las letras rojas N y C en los diagramas de rueda
helicoidal indican los extremos N y C respectivamente, las flechas negras indican el momento hidrofébico (nH).
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Al visualizar los modelos estructurales se puede observar de color amarillo la cara
hidrofobica de cada péptido, ademas en su diagrama de rueda helicoidal hay una flecha que
indica el vector del momento hidrofobico. Cada estructura fue validada mediante su diagrama
de Ramachandran, en el cual todos los puntos de los aminoacidos que conforman el péptido
se encuentran dentro de zonas permitidas, para ser mas especifico, en la region de la alfa
hélice.

8.6 Simulaciones de cada péptido

Todos los péptidos fueron sometidos a tres simulaciones en periodos de 100ns cada
uno, en las cuales se obtuvieron tres estructuras, estas fueron visualizadas contra la estructura
original (Figura 61) con el fin de observar algiin cambio conformacional y contrastarlo con
su actividad antimicrobiana.

A)

Figura 16. Péptidos antimicrobianos A) Uy17, B) Uy192, C) Uy234, D) AcrAP1, E) AcrAP2, y sus respectivas
simulaciones (simulacion A, B y C de izquierda a derecha en ese orden) en fase acuosa después de un periodo de 100ns.
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La simulacion en fase acuosa revela como el contacto del PAM con la membrana
celular puede afectar la conformacion del péptido. Por ejemplo, en las estructuras después de
ser sometidas a simulaciéon se observd que la presencia de agua estabiliza ciertas
conformaciones, sino que también puede inducir la formacion de puentes de hidrogeno entre
las cadenas laterales de los aminodcidos, lo que promueve interacciones que favorecen la
formacion de hélices alfa. Esta observacion refuerza la idea de que las propiedades del
entorno acuoso son esenciales para la activacion de la bioactividad de los PAM.

Mientras que los PAM pertenecientes al grupo de las pantininas (Uyl7, Uyl192)
obtuvieron un desorden total en su estructura, los PAM pertenecientes al grupo de las
estigmurinas conservaron un porcentaje de orden, ya sea conservando una region en alfa
hélice o cambiando de conformacién parcialmente a laminar beta, este cambio estructural se
puede deber a la presencia de la prolina, un aminoacido pequefo que desestabiliza la alfa
hélice y que a su vez puede facilitar el cambio conformacional de la estructura y volver a
generar una estructura secundaria. Por su parte las pantininas contienen triptéfano, un residuo
de gran tamafio en su cadena lateral R que puede generar un impedimento estérico con los
demas residuos de la cadena peptidica y por lo tanto desestabilizar la estructura y no generar
estructuras secundarias al contacto con la fase acuosa.

A partir del momento dipolar p (Debye) de cada simulacion se realizo el calculo del
porcentaje del momento dipolar de las simulaciones de cada PAM con el fin de observar que
péptidos tuvieron una mejor conservacion estructural, en la tabla 4 se resumen los datos de
los célculos.

Tabla 4. Célculo del porcentaje conservacion de orden de cada péptido a partir de su momento
dipolar después de las simulaciones en periodos de 100 ns.

p (Debye)
Simulacion  Simulacién Tiempo 0 -
Péptidos Tiempo 0 Simulaciéon A B C X X % c
Uyl7 151 78 63 88 76.33 74.67 50.55  12.58
Uy192 153 25 79 61 55.00 98.00 35.95  27.50
Uy234 115 38 132 61 77.00 38.00 66.96  49.00
AcrAP1 171 45 111 69 75.00 96.00 43.86 3341
AcrAP2 172 67 60 69 65.33 106.67 37.98 4.73

Los PAM Uy234 y AcrAP1 en su simulacioén “B” fueron los que obtuvieron un valor
de momento hidrofébico alto y en sus simulaciones se puede observar que fueron los tinicos
que mantuvieron parcialmente un orden estructural cambiando de conformacion de alfa
hélice a laminar beta durante la simulacién. Los porcentajes de orden en algunos casos
contrastan con las simulaciones, por ejemplo el PAM Uy234 tuvo un 66.9% de orden
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estructural, en 2 de 3 de sus estructuras se estabilizaron parcialmente formando una estructura
secundaria, el PAM AcrAP1 obtuvo un 43.8% (porcentaje bajo) pero se debe tomar en cuenta
que su desviacion estandar es alta ya que una de sus simulaciones perdi6 totalmente su orden
y eso influyo significativamente en el resultado final, el porcentaje del PAM AcrAP2 fue
37.9% (porcentaje bajo) pero que al observar sus estructuras después de cada simulacion se
observa claramente que 2 de 3 simulaciones atn tienen estructura secundaria. Para los PAM
Uyl7 y Uyl92 (pantininas) el promedio de conservacién no rebaso el 51% lo cual se
contrasta con las estructuras resultantes en las que ninguna conservo estructura secundaria.
En el grafico 1 se puede observar de manera grafica como fue el cambio de conformacion en
base a su momento dipolar de cada una de las 3 simulaciones realizadas para cada péptido

Momento dipolar
200
180
160
140
120
100

Debye

80
60

20

Tiempo 0 Simulacion A Simulacion B Simulacion C

Simulaciones en periodos de 100 ns

—y17  —ly107 em—)y23/] e—AcrAP] em—AcrAP2

Grafico 1. Momento dipolar de cada simulacion realizada en periodos de 100 ns se puede observar que los péptidos se desordenan y
reordenan un poco en cada simulacion.

8.7 Coeficiente de bioactividad

Con los datos del potencial electrostatico (¢, kJ/mol) y el momento hidrofoébico (uH,)
o la hidrofobicidad (<H>), se puede calcular el coeficiente de bioactividad de cada péptido
(p/uH, ¢/<H>) y de esta manera realizar una comparacion con las CMI de alguna bacteria
MDR que tengan en comun en la cual haya un efecto antimicrobiano reportado en la
literatura. La bacteria MDR idonea para el estudio es Staphylococcus aureus, en la tabla 5 se
resumen los datos usados para contrastar el potencial de bioactividad de cada PAM contra su
efecto terapéutico sobre Staphylococcus aureus. Tenemos dos tipos de PAM las estigmurinas
y las pantininas, por lo cual se realizaron los graficos 2 y 3 para comparar el potencial de
bioactividad entre los PAM y saber cudles son mas efectivos. Primero se realizaron los
calculos del potencial de bioactividad con el potencial electrostitico y el momento
hidrofobico.
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Tabla 5. Coeficiente de bioactividad calculado para cada PAM tomando en cuenta el
potencial electrostatico y el momento hidrofobico (uH).

Potencial electrostatico Coeficiente de CMI! sobre Staphylococcus
PEPTIDOS (kJ/mol) o bioactividad aureus (ﬁl\fll)
Uyl7 1.06 E4 0.661 1.6 0.043
Uy192 8.94 E3 0.706 1.26 0.023
Uy234* 1.15 E4 0.467 2.46 0.033
AcrAP1 1.16 E4 0.437 2.65 0.125
AcrAP2 1.23 E4 0.474 2.59 0.125

*Péptido con carga diferente a los demas.
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Grafico 2. CMI vs Coeficiente de bioactividad calculado a partir del momento dipolar de cada PAM.

Los coeficientes de bioactividad de las estigmurinas fueron superiores a los de las
pantininas, en este caso no se tomo en cuenta la estigmurina Uy234, ya que este PAM tiene
carga superior a los demas PAM, y lo que se busca es un comparativo justo para una mejor
interpretacion de resultados. Es evidente que entre mayor sea el potencial de bioactividad,
menor serd la concentracion del PAM para inhibir el crecimiento de S. aureus.

Posteriormente se realizd el célculo del potencial de bioactividad con el potencial
electrostatico y la hidrofobicidad.

Tabla 6. Calculo del potencial de bioactividad tomando en cuenta la hidrofobicidad (<H>).

Potencial electrostitico ¢ Potencial de CMI! sobre Staphylococcus aureus
PEPTIDOS (kJ/mol) <H> bioactividad (M)
Uyl7 1.06 E4 0.922 1.14 0.043
Uy192 8.94 E3 0.875 1.02 0.023
Uy234* 1.15 E4 0.873 1.31 0.033
AcrAP1 1.16 E4 0.902 1.28 0.125
AcrAP2 1.23 E4 0.856 1.43 0.125

*Péptido con carga diferente a los demas.
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Grafico 3. CMI vs Coeficiente de bioactividad calculado a partir de la hidrofobicidad de cada PAM.

El potencial de bioactividad calculado tanto con el momento dipolar como con la
hidrofobicidad es capaz de reflejar la efectividad de los PAM frente a ciertas cepas
bacterianas, ya que los datos indican que, a mayor potencial, menor serd la CMI de cada
péptido sobre las bacterias.

8.8 Analisis de combinatoria

Se realizo una combinatoria en pares para cada una de las simulaciones y
posteriormente el alineamiento de los pares de estructuras en el programa PyMol, se
obtuvieron datos de Root Mean Square Deviation (RMSD) a los cuales se procedi6 a calcular
el promedio y desviacion estandar de cada pareja, los datos fueron descargados en la tabla 7,
estos datos indican cuales parejas de simulaciones obtuvieron un mayor o menor grado de
desorden y se represente en el grafico 4.

Tabla 7. Promedios y desviacion estandar del RMSD para cada pareja en las simulaciones
de cada péptido.

Ryvsp Y17 Uy192 Uy234 AcrAP1 AcrAP2

X © X G X G X c X c
Uyl7 - - 5895 1797 5.685 1414 484 0977 5.663 1.55
Uy192 - - - - 4.646 0328  4.871 1.494 5364 0.837
Uy234 - - - - : - 6.457 2.23 4.965 1.774
AcrAPl - - - - - - - - 8.121 1.877
AcrAP2 - - - - -

Un valor bajo de RMSD indica que los pares de estructuras son similares, y por lo
tanto las estructuras son parcialmente similares después de las simulaciones, mientras que las
combinaciones con valores RMSD mas altos, indican que los péptidos sufrieron un mayor
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cambio en su estructura para ser visualizado de mejor manera se realizé un grafico en donde
se representa de manera ascendente cuales parejas fueron mejor conservadas.

Combinatoria de simulaciones
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Grafico 4. Valores promedio de los RMSD de las parejas de combinaciones de las simulaciones para cada péptido. El grafico muestra de
manera ascendente cuales parejas tuvieron un promedio de RMSD mas alto (mayor diferencia estructural entre sf).

En el grafico representa que péptidos cambiaron mas de conformacion durante la
simulacion en fase acuosa, cabe recalcar que para estos datos no se usé el modelo inicial de
cada péptido, solo las simulaciones. Los péptidos mas desordenados en este caso son el
AcrAP1 y AcrAP2, curiosamente los dos péptidos con mejor efecto antimicrobiano sobre
Staphylococcus aureus y que pertenecen a la misma especie de alacran
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8.9 Visualizacion de las parejas de péptidos

Las parejas de péptidos que obtuvieron valores de RMSD mas altos, fueron
visualizadas y alineadas para observar que tipo de cambios sufrieron durante las simulaciones
(Figura 17).
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Figura 17. Modelos estructurales de las parejas de péptidos después de las simulaciones, que obtuvieron el valor de RMSD mas alto, cada
par de estructuras fue alineada en el programa PyMol para observar que estructuras sufrieron un mayor cambio conformacional y de esta
manera relacionarlo a su actividad antimicrobiana.

Mientras que la combinatoria de los péptidos Uy192-Uy234 fue la que tuvo mayor
similitud, la combinatoria de los péptidos AcrAP1-AcrAP2 fue la que tuvo mayor diferencia
estructural, a pesar de que son casi idénticas excepto por un residuo, cabe sefialar que estos
péptidos pertenecen al grupo de las estigmurinas, lo cual debi6 haber influido en que el
cambio de su estructura fuera mayor al de la demas.
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8.10 Diagramas de Ramachandran

Cada péptido fue validado mediante su diagrama de Ramachandran, el cual fue
comparado en un antes y después de las simulaciones realizadas en fase acuosa (Figura 64),
en algunos casos los modelos cambiaron parcialmente su estructura de conformacion de alfa
hélice a laminar beta o simplemente formaron una conformacién al azar.

Las regiones preferidas, como las zonas o hélices y P plegada, estdn bien
representadas, indicando que los péptidos con mayor potencial de bioactividad tienden a
adoptar parcialmente estructuras secundarias estables en condiciones acuosas. Esto es
importante, ya que a partir de esto se puede decir que las configuraciones estables son
generalmente las que tienen una mayor actividad antimicrobiana.
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Figura 18. Diagramas de Ramachandran antes (izquierda) y después de 100 ns de simulacion (derecha) de las simulaciones en fase

acuosa para cada péptido A) Uyl7, B) Uy192, C) Uy234, D) AcrAP1 y E) AcrAP2. Algunos péptidos cambiaron en parte de su estructura
de una conformacion de alfa hélice a beta, o simplemente sus residuos quedaron fuera de zonas permitidas.

34

180



8.11 Propuesta de sistema de interaccion péptido/lipido

El PAM con mayor efecto antimicrobiano fue AcrAP1, el cual se utiliz6 para generar
multiples modelos en el servidor PEP-FOLD, este servidor emplea un algoritmo de tipo
“simulated annealing” para explorar el espacio conformacional, como resultado se obtienen
diversas estructuras del PAM entre las cuales se eligio la estructura mas probable (Figura 65),
a partir de esta estructura y del modelo de membrana bicapa POPC/POPG (50/50), la cual es
tipica de bacterias, se puede sugerir el mecanismo de accion péptido-membrana.

Figura 19. Prediccion del PAM AcrAP1.

Las principales caracteristicas de este péptido son:

e Residuos hidrofobicos (favorecen la insercion en la membrana).

e Una distribucion anfipatica (combinacion de residuos apolares y polares permite
que el péptido forme una hélice anfipatica).

e Residuo con carga positiva (K) al final de la estructura.

Los 5 residuos mas importantes en la interaccion son los siguientes: F1, F3, P7, F17 y
K18.Y se muestran en el modelo sugerido (Figura 66) para el mecanismo de accion del
PAM AcrAP1 descrito paso a paso.

Paso 1. Atraccion electrostatica: el extremo C-terminal con K18 se acopla fuertemente a
los lipidos POPG (la carga de la membrana favorece el anclaje).

Paso 2. Insercion de la hélice: el residuo P7 permite al peptido flexibilizarce y mientras
el residuo K18 permanece anclado, la hélice anfipatica penetra con una inclinacion,
estabilizada por residuos hidréfobos y aromaticos, entre los cuales estan F1, F3.

Paso 3. Formacion de poros: Multiples copias del péptido se alinean y curvan la bicapa,
formando un “poro toroidal”, donde los lipidos se doblan con los péptidos estabilizando el
conducto.

Paso 4. Lisis celular: el poro permite la salida de iones y metabolitos lo cual
desencadena en muerte celular por la alteracion del equilibrio homeostatico.
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Figura 20. Mecanismo de interaccion péptido-membrana propuesto.

La presencia de residuos altamente hidrofobicos como fenilalanina (F), leucina (L) e
isoleucina (I) en la regiéon N-terminal promueve una insercion dentro del nucleo lipidico, lo
que sugiere un anclaje estable en la membrana. La hélice se orienta de manera que sus
residuos polares y cargados (como lisina en el extremo C-terminal) interactiian con las
cabezas polares de los lipidos, especialmente con los fosfogliceroles (POPQG), los cuales estan
cargados negativamente y son frecuentes en membranas bacterianas. El equilibrio
POPC/POPG del 50% simula un entorno realista para membranas bacterianas, permitiendo
estudiar la selectividad del péptido.

Es relevante destacar que la interaccion del péptido no parece ser especifica para una
diana intracelular, lo cual refuerza la hipotesis de un mecanismo sobre la membrana no
especifico, dependiente de la composicion lipidica. Esto explicaria la accion rapida y de
amplio espectro observada en ensayos previos con péptidos estructuralmente similares. Y por
ultimo, la estructura parcialmente rigida del PAM y la conservacion parcial de orden
estructural (ya sea en a hélices 6 B plegada) tras periodos de 100 ns de simulacion en fase
acuosa, refuerza la idea de que su mecanismo depende mas de fuerzas fisicas (electrostaticas
e hidrofobicas) que, de un reconocimiento especifico molecular, como ocurre en otras clases
de antimicrobianos.
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9. CONCLUSIONES

Este trabajo proporciona informacion valiosa ya que en €l se analizan algunas de las
principales propiedades fisicoquimicas y caracteristicas estructurales de cinco PAM, desde
la distribucion de los residuos a lo largo de la cadena peptidica y hasta el andlisis
conformacional en simulaciones de dindmica molecular realizada con software de prediccion
para entender el comportamiento de estas estructuras en fase acuosa, con el fin de identificar
los aspectos que pudieran resultar relevantes y que se les puede atribuir su actividad
biologica.

Los datos analizados indican que las estigmurinas son mas efectivas en menores
concentraciones que las pantininas. Desde el punto de vista estructural es interesante ver
como en este caso las estigmurinas son de mayor tamafio por la cantidad de residuos que las
componen y que en la mayoria de los casos después del contacto con la fase acuosa puede
formar nuevamente una estructura secundaria. Aunque los péptidos pertenecen a diferentes
grupos de PAM, tienen ciertas similitudes en su estructura, por ejemplo, la conservacion de
los de residuos de serina e isoleucina en las mismas posiciones al momento de alinear las
secuencias.

Desde el punto de vista fisicoquimico, estos PAM poseen una carga neta positiva, una
hidrofobicidad alta y un cociente de bioactividad alto que contrasta con los datos de las
concentraciones minimas inhibitorias reportadas sobre S. aureus. Las propiedades
fisicoquimicas también condicionan la flexibilidad estructural de los PAM, permitiéndoles
adaptarse a distintos microambientes (en este caso la fase acuosa) y desempefiar mecanismos
de accién variados, lo que explica su amplio espectro antimicrobiano. Comprender las
propiedades fisicoquimicas de los PAM permite proponer modificaciones para optimizar la
eficacia antimicrobiana, reducir efectos como la hemdlisis y mejorar la estabilidad en
condiciones fisiologicas.

Los PAM mas activos fueron los pertenecientes a las estimurinas, los cuales se caracterizaron
por tener un potencial electrostatico (¢) alto en comparacion a las pantininas, y un cociente
de bioactividad mayor. Esto nos indica que el PAM al interactuar de mejor manera con la
membrana lipidica, tendra una mejor actividad antimicrobiana.

Se puede decir que el analisis in silico constituye una herramienta predictiva eficaz
para seleccionar y analisar PAM, reduciendo el tiempo de investigacion y costos en el disefio
o mejora de nuevos agentes terapeuticos.

Los resultados de este trabajo pueden ser la base de futuras investigaciones e
iniciativas para la mejora o creacion de nuevos agentes terapéuticos para combatir el
problema de las infecciones por bacterias MDR. Sin embargo, se requiere una mayor
recoleccion de datos experimentales sobre su actividad biologica para tener resultados mas
precisos que contribuyan a futuras aplicaciones clinicas.
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11. ANEXOS

11.1 Basqueda de las secuencias para cada péptido.

En la literatura ya se encuentran reportadas las secuencias de cada péptido, siendo
descritas en diferentes articulos. Las estructuras y bioactividades de los péptidos para el
veneno del alacran U. yaschenkoi son mencionadas en el articulo de revision “A Critical
Review of Short Antimicrobial Peptides from Scorpion Venoms, Their Physicochemical
Attributes, and Potential for the Development of New Drugs” (Fong-Coronado et al., 2024).,
y para los péptidos del veneno del alacran Androctonus Crassicauda, la informacion de su
secuencia y bioactividades se encuentran en el articulo “Cationicity-Enhanced Analogues of
the Antimicrobial Peptides, AcrAP1 and AcrAP2, from the Venom of the Scorpion,
Androctonus crassicauda, Display Potent Growth Modulation Effects on Human Cancer Cell
Lines” (Du et al., 2014).

11.2 Generacion de modelos estructurales

En el navegador de internet buscar la herramienta <AlphaFold2> y abrir la pagina
sefialada en la siguiente imagen:

Google AlphaFold2
Todo Imigenes Videos Noticias Shopping

Sugerenci s en espafiol. También puedes obtener mas informacion
para filtra

2D research google. coni Tducit esta pagina

using AlphaFold2 and Alphafold2-muttimer.

AlphaFold Protein St
htips://alphafold.ebi

AlphaFold Protein Structure Database
AlphaFold is an Al system developed by Google DeepMind that
3D structure from its amino acid sequence. It regularly achieves a

Figura 21. Servidor web “AlphaFold” usado para la prediccion de estructuras de proteinas.

Dentro del sitio web en la seccion [query sequece] escribir la secuencia de
aminoacidos del péptido que se desea generar, y en la seccion [jobname] escribir el nombre
del péptido, por ultimo, dar clic en el botdn sefialado con la flecha, aparecerd un cuadro de
texto de advertencia en el cual se debe seleccionar [ejecutar de todos modos] y esperar a que
aparezca un [check] (marca de verificacion de color verde) esto indica que el proceso puede
continuar.
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£ e Compartir *

cO ) AlphaFold2.ipynb

Archivo Editar Ver Insertar Entorno de ejecucion Herramientas Ayuda Guardar en GitHub para conservar los cambios
Copiar en Drive W T2 “:::* - + Gemini A
VIR SN - 1S |

+ Cédigo + Texto

> Input protein sequence(s), then hit Runtime -> Run all

{x} e
¢ © query_sequence: @FSUPHAISGLISAFK)
(o) e e ————

Use : to specify inter-protein chainbreaks for modeling complexes (supports homo- and hetro-oligomers). For example PL...SK:PI...SK for a homodimer

D G
jobname: QCIAF’D

num_relax: ‘ 0

s specify how many of the top ranked structures to relax using amber

template_mode: | none
+ none =no template information is used. pdbiee = detect templates in pdb100 (see notes). custom -upload and search own templates (PDB or mmCIF format, see

<> notes)

Mostrar cadigo

Figura 22. Interfaz inicial para la generacion de estructuras del servidor “AlphaFold2”.

Después bajar en la pagina hasta encontrar la seccion [install dependencies] y dar clic
en el boton sefialado, posteriormente esperar unos segundos mientras el sitio web instala el
codigo y verificar la aparicion del check verde al final de la instalacion para poder continuar,
después dar clic en el boton [MSA options] y esperar la verificacion del [check] verde.

©) AlphaFold2.ipynb % e Comparti *

Archivo Editar Ver Insertar Entorno de ejecucion Herramientas Ayuda Guardar en GitHub para conservar los cambios
RAM —
™ - + Gemini ~

— + Codigo  + Texto Copiar en Drive Vv T4 pisen
3% length 18
TV o+ e R p] W

e

> Install dependencies

Q . Mostrar cédigo
O

&)

3% CPU times: user 35 ps, sys: @ ns, total: 35 ps
wWall time: 39.1 ps

MSA options (custom MSA upload, single sequence, pairing mode)

msa_mode: ‘ mmseqs2_uniref_env

pair_mode: ‘ unpaired_paired

Figura 23. Interfaz para la carga de archivos al servidor “AlphaFold”.

El siguiente paso es bajar en la pagina a la seccidn [save settings] y en la opcion [dpi]
colocar el nimero 300, después dar clic en el boton [Run Prediction] y esperar unos segundos

hasta la aparicion del [check] verde para poder continuar.
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AlphaFold2.ipynb
O ©Ap py:
Archivo Editar Ver Insertar Entorno de ejecucion Herramientas Ayuda Guardar en GitHub para conservar los cambios

§8 e compartir *

RAM

+ Cédigo  + Texto Copiar en Drive VO e T + Gemini ~
© Save settings T BP0
Q
save_all: []
)
save_recycles: [
Gz
save_to_google_drive: [
[ ]
=+ if the save_to_google_drive option was selected, the result zip will be uploaded to your Google Drive
P
api{aou )
e
= set dpi for image resolution
Don't forget to hit rRuntime -> Run all after updating the form.
Mostrar cédigo
<>
> Run Prediction
=
?' [511  display_images:
® X

«~ 0s completado a las 23:43

Figura 24. Ajustes para la resolucion de la estructura generada.

Bajar en la pagina y dar clic en el boton de la seccion [Display 3D structure], esperar

a que termine el proceso y continuar hacia abajo.

cO ) AlphaFold2.ipynb Y Guardar en GitHub para conservar los cambios

Archivo Editar Ver Insertar Entorno de ejecucién Herramientas Ayuda

+ Codigo + Texto Copiar en Drive

Q, Comandos

= T e

[@ > Display 3D structure
@“ (6] rank_nums [ 1

*} colar: | IDDT

&= show_sidechains: []
O show_mainchains: []

Mostrar cédigo

Figura 25. Interfaz de proceso para la generacion de estructuras.

Dar clic en el boton de la seccion [Plots] y esperar la verificacion del [check] verde,

posteriormente continuar en la siguiente seccion.

cO () AlphaFold2.ipynb &Y Guardar en GitHub para conservar los cambios
Archivo Editar Ver Insertar Entornode ejecucion Herramientas Ayuda

Q Comandos + Codigo + Texto Copiar en Drive
= = plDDT: = Very low (<50) Low (60) m== OK (70) Confident (80) = Very high (>90)
¢y > Plots
o-g-0
:" © Mostrar cadigo
o
[ B3

Figura 26. Apartado de Plots para ejecutar la generacion de estructuras.
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Dirigirse a la seccion [Package and download results] y hacer clic para descargar el
archivo generado, este archivo esta comprimido y debe ser descomprimido con ayuda de
algun programa como <Win Rar®>, el archivo extraido del documento comprimido es de
extension [PDB].

11.3 Alineamiento de secuencias

Para este proceso es necesario tener acceso al programa <Bio Edit>, el cual debera
ejecutarse como administrador en el ordenador, una vez abierta la aplicacion, hacer clic en la
opcion [File] y posteriormente seleccionar la opcion [New Alignment].

%é BioEdit Sequence Alignment Editor

plication RMA  Options  Window Help

: Mew Alignment Ctrl+N
Open... Ctrl+0

Open motif descriptor

Mew RMA motif Descriptor

MNew from Clipboard

Retrieve sequences from GenBank or GenPept

Mew Text

Figura 27. Ventana para realizar el alineamiento de secuencias en el programa “Bio Edit”

Para realizar el alineamiento es necesario hacer clic en la opcion [sequence], se
desplegara una ventana en la cual se debe seleccionar la opcion [New sequence].
59 BioEdit Sequence Alignment Editor

Fil Sequence Alignment View Accessory Application RMA  Options  Window Help
= Mew Sequence

Edit Sequence —]
% Untitle Edit all selected
[ ] Select Positions Shift+Ctrl+5

Figura 28. Ventana para la generacion de un nuevo alineamiento de secuencias.

Posteriormente se abrird una ventana en la cual se debe escribir el nombre de la
estructura en el apartado [Name], seleccionar el tipo de secuencia en el apartado [sequence
type], escribir la estructura de residuos de aminoacidos que conforman el péptido en el
espacio blanco sefialado como se muestra en la imagen y por ltimo dar clic en el boton
[Apply and close]. Repetir el proceso para cada secuencia de los 4 péptidos restantes.

48



L(TAT T vEravuuvvrurEvergvYEliveriiverytErEiiveriviirivreriiiergoua

5

[= ][ e ]

}" New Sequence: Untitled

Name: |Acbpl Sequence Type: |FEED -
Length 18 Position:
True Length: 18 True Position
Font Size: |10 | Sequence: 1outof 1 P te hd

Protein
Comments

10 20 30 Sequence Mask
RNA Structure Mask
SGLISAFK
Apply ‘ Apply and Close | Cancel | ﬂ I Colar

ry

u

Figura 29. Ingreso de los datos de cada secuencia de los PAM.

Una vez agregadas las secuencias como se muestra en la imagen, seleccionar todas
las secuencias y dar clic en la opcion [Accesory Application], se desplegara una ventana, dar
clic en la opcion [ClustlaW Multiple alignment].

itled1]

=w  Accessory Application

=

1k
il

A 2
o
ﬁ.ﬂ

1

RMNA  Options  Window Help

Add / Modify / Remove an Accessory Application

ClustalW Multiple alignment
BLAST »

CAP contig assembly program
DNADist ---= Meighbor phylogenetic tree
DNADist DMNA distance matrix

Figura 30. Seleccion de la opcion para realizar el alineamiento multiple de secuencias.

Una vez seleccionadas las secciones anteriores, aparecerd una ventana emergente en
la cual se debe dar clic en la opcion [Run Clustal W] para poder realizar el alineamiento de

las secuencias.

SEPPEE SR——Y o e sy

Hew .
— % Clustalw Options = El
ClustalW Multiple alignment
Reteience: "
Thompsen, J.D.. Higgins. D.G. and Gibson, T.J. (1994) B
CLUSTAL W impraving the sensitivity of progressive multiple 5
sequence lignment thiough sequence weighting, position specific B

gap penalties and weight matrix chaice
Nucleic Acids Research, submitted, June 1934,

v Fuil Muliple i
[~ Calculate M) Tree
[~ FAST algorithm for guide tree:
[V Bootstrap NJ Tree  Mumber of bootstraps: | 1000
Gap penalties:  Blarnk=defauit
WMultiple slignment
Gepopen |
Giap extend |7

— (]

Paiwise alignments
Gap open
Gap extend

Other Parameters: |

Note: enter additional parmeters as a single ine.
[~ Dutput Clustal format with Clustal consensus sequence generation

Additional Parameters for Chustahe”

“General settings

VQUICKTREE tuse FAST algorithm for the slignment guide tree
MEWTREE=file for new quide tres
/USETREE= file for old quide tree

/MEGATIVE  :protein alignment with negative values in matiix

Run Clustah’ Wiew Clustahw Doc Caricel

Figura 31. Ejecucion del programa para el alineamiento multiple de secuencias.
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El alineamiento de secuencias sera generado, seleccionar todas las secuencias
nuevamente y dar clic en la opcion [Shade identities and similiraties in alignment window]
para denotar que similitudes hay en estos péptidos respecto a la composicion y ubicacion de
sus residuos de aminoécidos.

%K’File Edit Sequence Alignment View Accessory Application RMA  Options  Window Help

= D
(=] |C0urierNew jh.‘ ﬂ B 5 tatal zequences
Maode: | E di i Selection: 1 to 30 Sequence Mask: None
oee |Edlt j|Dverwnte hd Fosition: 26 MNumbering Mask: Mane
—_—— il TIJHE TIEE =g . GAT TTHE
& 1 D I3 §eo+ = HERNINIEGER e $HwE
AR R R R R SRR R
= 10 20  Shade identities and similarities in alignment window
Uy234 I
Uyl7 I
Uyls2 I
ZcraPrl I
LcrhP2 I

Figura 32. Identificacion de similitudes para las secuencias alineadas.

11.4 Generacion de logos de secuencias primarias

En el navegador, realizar la busqueda de la pagina <WebLogo> y abrir la pagina
sefalada en la imagen.

Google WebLogo

o.berkeley.edu > logo - Traducr esta pagina

WebLogo - Create Sequence Logos
WebLogo - ab eate - examples - help Multiple Sequence Alignment. help Upload Sequence Data
Image Format help Image Format: GIF (bitmap), PNG

generation of sequence logos easy and
WNebLogo has been featured in over 10( c

B User's Manual

Figura 33. servidor web usado para la generacion del logo.

Una vez dentro de la pagina, pegar en el recuadro de color blanco sefialado, las
secuencias de los péptidos previamente alineados, seleccionar un formato de salida en la
opcion [Image format] y seleccionar el tamafio del logo en la opcion [Logo size per Line].
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leeLoco

- about - create - examples -

1 Internal Form error.Unknown command

© Multiple Sequence Alignment

FPFLLSLIPSAIS-ATKRL-

- -~ ILSATHSGIKGLL -~ -~
- -~ FLSTIWNGIKGLL-- -~
- -FLFSLIPHATSGLISAFK
- -FLFSLIPNATSGLLSAFK

Elegir archivo | No se eligib ningin archivo
Image Format & Size
[ > [PNG (bimap) v

@ Upload Sequence Data:

@ Image Format: @ Logo Size per Line:

) x20 Jm ]
=

Figura 34. Interfaz del servidor “WebLogo” para el ingreso de secuencias multiples previamente alineadas.

Posteriormente en la opcion [Title] colocar el nombre que tendra el logo generado,
bajar hacia el apartado [Colors], seleccionar la opcion [Custom] y en cada recuadro colocar
la inicial de cada aminodacido para seleccionar un color de salida en la imagen del logo, esta
opcion es opcional y es de gran utilidad para visualizar de mejor manera los aminoacidos que
componen estos 5 péptidos estudiados ya que se le puede dar un color especifico a cada
aminoacido y esto puede ser dependiente de su clasificacion. Por ultimo, dar clic en la opcion

[Create Logo] para poder descargar el logo y visualizarlo.

avanzadas de logotipo.
®aminodcido () ADN | ARN (" Deteccion automatica
@ Gama da logolipos:

@ Tipo de secusncia
@ Primer nlmedo de posicon 1

@ Corraccion da muestra pequona @ Grafico de Wecuencia
@ Logolipo multlines (simboios por linaa) )

Opciones de imagen avanzadas
@ Resolucion de mapa de bis % | pissies/pulgaa (dpi v © Mapas d bits antialasing:
@Tiulo ¢ & PEFTIDOS OE ALACRANI © Alura del ejo ¥
@ Mostrar gje Y @ Etiquota del oje Y.
@ Mostrar eje X @ Etiquota del eje X
@ Mostrar barras do ertor @ Etiquota Secuencia Finaliza:
@ Factor do contraccion en caja/en caja 1[o5 9 Simbolos de contorno
@ Mostra letra pequefia a  Espaciado de tics del eje Y-

Bandera
Por defacto Blanco y negro  Personalizado (ver mas abajo)

@ Esquema de colores

oRGE © Simbolos

@ Simbolos @ Color

(podazos)

1 ipedaros)

@ Color WRGEB
AGE= v FaBFCH
RGE= v TeFALL
RGE=> v 9FDBO0E

Restabiscel

3

Figura 35. Opciones avanzadas para la generacion del logo.

El logo generado es una herramienta grafica que permite visualizar y determinar que
residuos pueden ser los de mayor importancia para que los péptidos tengan bioactividad sobre
las membranas celulares, el logo generado para el alineamiento de los péptidos fue el

siguiente:
4.0
3.0
@
Z20
G. 'llEG F
1.0 | = =
0.01—= 'ﬂ""‘ﬁ ="
’ 5 10 15

Figura 36. Ejemplo de logo generado para secuencias previamente alineadas de PAM del grupo de las pantininas (Fong-Coronado et

al.2024).
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11.5 Validacion de los modelos

Para la validacién de los modelos generados, proceder a buscar en el navegador web
la pagina <MolProbity>, abrir la pagina web sefialada en la imagen

Google Moiprobty

Took

Figura 37. Servidor web “MolProbity” para la validacion de estructuras.

Una vez abierta la pagina, dar clic en el boton [Seleccionar archivo], se desplegara
una venta en la cual se debe buscar la carpeta que contiene los archivos de los modelos
generados con la herramienta <AlphaFold2>, seleccionar el modelo que se desea validar y
en esa misma ventana dar clic sobre el boton [Abrir], una vez cargado el archivo en la pagina,
la venta se cerrara y se debe continuar dando clic en el boton [Upload].

[
1\) i Duke Biochemistry
‘F'HDEIIT‘\;. Main page O Duke University School of Med

[Main page
Abaut hydiogens
Evaluste X2y

Dear MolProbity users, MolProbity Server Problems?

Evaluats NNA. In particular, 1f a job submussion assoctated with your session doesn't retum al somes models or other large systems may take > 20 minutes) please do not restart
Fix up structure new session and resubmit
Work with kins Rather for this and other problem; s at molprobity bugreports

[View & download filas
lLab neteboak

User submitting from Mumbai (Re port email (molprobity bugreports AT gmail.com) or github molprobity projec
[Feedback & bugs page regarding these submissions.

|Save session Looking at depasited SARS-CaV-2 related s
ILog out {Our Fetch > always returns the latest version.)

Solving or improving them? Look at MolProbity's CaBLAM outliers, a
g 0% of

oldisk | Fie UrLoan/ReTRiEvaL (woRE oPTIoNs)

PDB/NDB code:

|:> [ Seleconar sl ) AcvhP1pio

Usage Guidelines:

These web services are provided for analysis of individual strucrures.
‘We reserve the right to block users making batching batch runs including hitp
For batch runs, please download and install your own copy of MalProbity.

Feich >

e
¢ Upload>
=1

Figura 38. Pagina de inicio del servidor “MolProbity” para la carga de archivos de los modelos estructurales generados.

La herramienta <MolProbity> comenzara a ejecutarse, y una vez que termine,
mostrara una ventana en la cual se confirma que el archivo se cargd de manera correcta, dara
una breva lista de las caracteristicas estructurales del péptido y mostrara una pequeiia
visualizacidon del modelo estructural. Posteriormente dar clic en el botdn [continue]

. N
E'IJL. Uploaded PDB file as AcrAP1_1_trimmed.pdb m Duke Biochemistry

PROBITY Duke University School of

Your file from local disk was uploaded as AcrAP1_1_trimmed pdb

+ 1 chain(s) is/are present [1 vnique chain(s)]

+ Atotal of 18 ressdues are present

+ Protem mawnchain and sidechains are present.

+ Explicit hydrogens present in original input file at nuclear positions. Hydrogens have been removed
0PDBv2.3 atoms were found. Proceeding assuming PDB3 formared file

‘The hydrogen atoms from your input model have been removed
Youwill be able to add hydragens st either clectron cloud positions (default), which are best for X.ray erysiallographic models.
or af muclear positions, which are best for NMR models, neutron diffraction models, cic

Ifyou prefer to usc the input hydrogen positions, please sclect AceAP] pdb from the ‘Currently working on' list on the next page

Cantinue >

i)

Figura 39. Proceso de validacion para cada estructura de los PAM.
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Lo siguiente es seleccionar la opcion [Analyze geometry without all-atom contacts]
y esperar a que cargue la informacion de este apartado.

% Duke Biochemistr
3:;;.‘3)';, Main page m ke osAdy St oF s
Main.

SuccesTeD TooLs (ALt TooLs)

drogens
Evaluate X-ray
Evshinee Duc to the parameter adjustments to hydrogen bondlengths and van der Waals radii, the current default behavior for MolProbity is to remove hydrogens, if they are present, before analysis. Please re-add hydrogens using the "Add hydrogeas” option below, wherd
Work wih kins you will have the option to choose either the default electron.-cloud position hydrogens (i e for crystal structures) or nuclear.position hydrogens (i ¢ for neutron-diffraction structuses or for NMR structures)
View & download fles Currently working on: [AcrAP1_1_timmedpdb__File (timmad) uploaded by user v [ Sat
Lab notebook
Feadback & bugs
map

L . * Edit PDB file
Save sossion Add bydogens
s @ Downgrade file to PDBx2.3 format (for download only)

You are using 0% of
Yyour 200 Mb of disk ) 4 1, Fill gaps in protein backbone with Jifiloop (beta test)
e ¥ / Make simple kinemages
Rowd -
& %' Analyze geometry without all-atom contacts

RECENTLY GENERATED RESULTS (ALL RESULTS) ﬁ

08 Uploaded PDB file as AcrAP1_]_trimmed pdb 5:28am U1

Figura 40. Herramientas del servidor “MolProbity” para el analisis de las estructuras generadas.

En la siguiente ventana desplazar hacia abajo y verificar que estén seleccionadas las
opciones de [Ramachandran plots], dar clic en el boton [Run programs to perform these
analyses] y esperar un par de minutos a que el programa termine de ejecutar.

Charts, plots, and tables
TUniversal
[ Clashes & clashscore ¥
Geometry evaluation #

Protein
o> @ Ramachandran plois 7
Rotamer evaluation ¥
CP deviations ¥
Cis-Peptide evaluation ¥
() Show cis-nonPro and twisted peptide statistics even if the model has none
CaBLAM backbone evaluation #
RNA
) RNA sugar pucker analysis %
[ RNA backbone conformations ¥

Other options
[) Horizontal chart with real-space correlation data
[) Chart for use with Coot (may take a long time, but should take less than 1 hour)
[) Suggest / report on automatic structure fix-ups
Create html version of multi-chart
List all residues in multi-chart, not just outliers
Remove residue rows with " altloc when other alternate(s) present

Run programs to perform these analyses > | <=

Figura 41. Generacion de los diagramas de Ramachandran de las estructuras.

<MolProbity> creara un resumen estadistico en el cual se puede evaluar la geometria
del modelo analizado, los resultados se expresan en porcentajes y se resaltan en color verde
los parametros favorecidos en el modelo estructural. Una vez analizados los pardmetros
estadisticos del recuadro, dar clic en el hipervinculo [view] de la opcion [Ramachandran plot
PDF] para poder visualizar los mapas de Ramachandran correspondientes.
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\)L Analysis output: geometry for AcrAP1_1_trimmed.pdb

PrROBITY

Summary statistics

Poor rotamers 0 00% |[Goal: <03%
Favored rotamers 15 100.00% Goal: >98%
Ramachandran outliers 0 0.00% [Goal: <0.05%
Protein Ramachandsan favored 16 100.00% [Goal: >98%
Geometry Rama distribution Z-score 1432203 [Goal. abs(Z score) <2
CP deviations >0.25A o 00% [Goal 0
Bad bonds 07124 00% (Goal: 0%
Bad angles 07194 00% (Goal: <0.1%
Peptide Omegas Cis Prolines o1 0.00% [Expected: <1 per chain, or =5%

Low resolution Ceiteria CaBLAM outliers o .0% (Goal: <1.0%
CA Geometry outliers 0 00% |[Goat: <05%

Additional validations Chiral volume outliers 023

I the fwo colum result, the lef colum gives the raw count, right column gives (he percentage

Ky to table colors and eutoffs here:

Multi-criterion visualizations

.o Multi-criterion
kinemage

View in KiNG | View in NGL | Download (15 Kb) View (24 Kb)

single-criterion visualizations

- Ramachandran plot PDF (1.7 Mb): View

* Ramachandran distribution Z-score analysis (2.5 Kb): View

« Chiral volume report (786 bytes): View

« CB deviation scatter plot (10 Kb): View in KiNG | View in NGL | Download

+ Ramachandran plot kinemage (405 Kb): “Eﬁ in KiNG | View in NGL | Download

Continue > |

Figura 42. Analisis estadistico de la geométrica de la estructura de cada PAM analizada y
enlace para la visualizacion y descarga de los diagramas de Ramachandran.

Los mapas de Ramachandran se interpretan comprobando si los puntos (dngulos de
torsion de los enlaces peptidicos) caen dentro de las regiones permitidas (zonas de rodeadas
de color azul cielo), lo que indica conformaciones correctas de la estructura de la proteina, si
los puntos que estdn en regiones no permitidas, lo que sugiere es que las caracteristicas
estructurales son inusuales.

Antiparallel Collagen triple
(sheets |parallel| helix  Right-twisted
0 sheets 3 sheets

+180 L Left-handed
« helix
120
v 60
o
—
o
3 -‘Right-handed
S -60 o helix
-120
-180 —L A
-180 0 +180

¢ (degrees)

Figura 43. Ejemplo de diagrama de Ramachandran. En el diagrama se sefialan las regiones permitidas de los angulos de torsion de las
estructuras. En el eje “X” se encuentran las coordenadas para los angulos de los enlaces C-N y en el eje” Y™ los angulos de los enlaces C-
C (Jasim, Sarah & Najim, Mahdi. 2025).

11.6 Célculo de parametros fisicoquimicos

Para algunos parametros es necesario el uso del software en linea <Heliquest> esta
herramienta permite realizar el calculo de propiedades fisicoquimicas y la composicion de
aminoacidos de una secuencia de hélice, para ello es necesario ingresar al navegador web y
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buscar la pagina <Heliquest>, a continuacion, seleccionar la opcién que se muestra en la
imagen.

Goog Ie Heliquest

HellQuest
https://heliquest ipmc.cnrs.fr - Traducir esta pagina

HeliQuest Main page
Heli tes from an helix sequenc -10 1ix o 7 helix) its

Sequ
web sernv 8 ic helix,sequences

HeliQuest ComputParam form ..
web server, set Is, amphipathic helix sequences

Figura 44. Servidor web “HeliQuest”.

Dentro de la pagina web, habra una variedad de opciones entre las cuales permite
realizar el andlisis de secuencias y el mddulo de cribado para secuencias de a-hélice y de 3-
11 hélices, esto con el fin de analizar cualquier base de datos e identificar segmentos
proteicos con caracteristicas similares. Seleccionar la opcién [Analysis] y el software
redirigira al siguiente paso.

Welcome to HeliQuest Hglpo

HeliQuest calculates from an helix sequence (a-helix, 3-10 helix, 3-11 helix or 1 helix) its physicochemical properties and amino acid composition and uses the results 1o screen any databank in order 1o identify protein segments possessing similar features.
The server is divided into 2 interconnected modules. the sequence analysis module and the screening module for a-helix sequance and for 3-11:helix sequence
n addition, nUumn module, (available from the sequence analysis modulo), allows user to mutate helices manually or automatically by genetic algorithm to create analogues with specific properties
NEW! MODIFICATION: This module ts dedicated to characterizing helices known by the user. It determines propertios as hydrophobicity, hydrophobic moment, z and amino scid composition for several helix typas (a-helix, 3-10 hellx, 3-
elix)

Note 1: The link 10 the screening module is avallable only If usor analyzes sequences with an 18 a.a. window (a-helix only).
Note 2: A seques by | or GA y hellx only)

@EEILECLIGIE  screening a-Helix: This module allows user to screen large databases in ordor 1o find sequences that have the general physico-chemical features of a target a-hellx sequence
@IELLECHLTM  NEW TOOL! Screening 311 Hellx: This modula allows user to scraen large databases in order o find sequences that have tha ganeral physico-chemical foatures of a target 3-11 hellx sequance

The organization of the server is represented below with the entries and the output files.

Figura 45. Interfaz de inicio del servidor Heliquest para el analisis y cribado de datos para secuencias alfa-helicoidales.

Escribir la secuencia a analizar, la secuencia debe escribirse con las iniciales de los
aminoacidos que la componen en letra maydscula como se muestra la imagen. Seleccionar
las opciones que estan encerradas en los circulos para que la imagen de salida tenga
representados los aminodcidos en base a su tamafio molecular y también este alineado el
vector respecto al momento hidrofobico.

Calculation of several helix properties: HelPC
Helix type: ® g () 3-10 (0 3-11 O & Choice the helix type

‘Window size[ FULL ] Choice of the size of the analysis window (one turn correspond to one helical wheel according to the helix type)

FLFSLIPHAISGLISAFK
Paste your helix 4

One-letter code size proportional to amino acid vnlume. yes () no

Rotation of the helix to align vertically the <11~ vector ® yes () no

Figura 46. Ventana de ingreso de secuencia del PAM y opciones para el calculo de propiedades fisicoquimicas.
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https://heliquest.ipmc.cnrs.fr/cgi-bin/ComputParamsV2.py
https://heliquest.ipmc.cnrs.fr/cgi-bin/SearchMotifs.py
https://heliquest.ipmc.cnrs.fr/cgi-bin/SearchMotifs_311.py
https://heliquest.ipmc.cnrs.fr/cgi-bin/SearchMotifs_311.py

<Heliquest> realizara el calculo correspondiente para las siguientes propiedades
fisicoquimicas: Hidrofobicidad, Momento hidrofébico y carga neta. Ademas, proporciona
mas datos de utilidad, como lo es: la cantidad y porcentaje de residuos polares, no polares,

con carga, sin carga, aromaticos y residuos especiales.

1FLFSLIPHAISGLISAFK, g Click to enlarge
Physico-chemical properties Polar residues + GLY Nonpolar resid
Hydrophobicity <H= Polar residues + GLY (n/ %) Nonpolar residues (n / %)

0.902 6/3333 12 / 66.67
Hydrophobic moment ~pil~  Uncharged residues + GLY Aromatic residues

0.437 HIS 1. SER 3. GLY 1 PHE 3,

Net charge = Charged residues Special residues
1 LYS 1, CYS0,PRO 1

Hydrophobic face : FGLAALLIFIFIP

Manual mutation GA mutation

Go to screening

Data file (in txt format):

Figura 47. Resumen de algunas propiedades fisicoquimicas (hidrofobicidad, momento hidrofobico y carga neta) calculadas para los PAM
y diagrama de rueda helicoidal generado.

11.7 Célculo de la flexibilidad intrinseca

El célculo se realiza con ayuda la herramienta <FlexiProt>, esta es una hoja de célculo
en la cual ya estan definidas las formulas necesarias para realizar en automatico el calculo de
la flexibilidad de péptidos a partir de su secuencia escrita por las letras de los aminoacidos

que la componen.
Abrir la herramienta en el ordenador, al abrir se mostrara la hoja de calculo como se
observa en la imagen, desplazarse en el documento hacia la derecha hasta las columnas [Z-

AK].

@ Autoguardade @ ) < FlexiPROT + Guardado en Este PC ~ £ Buscar
Archivo Inicio  Insertar  Disposicién de pAgina  Férmulas Datos Revisar Vista Automatizar  Ayuda
Corti T A .| = =
4 Cortar [ catibri dn A A= =g R 28 Ajustar texto (Genen =0 @ F}
[ Copiar - ; - o e o Formato  Darformato Estilos de
N K 5§+ &+ & A 5= [E Combinary centrar  ~ $ v % om G st
& Copiar formato condicional v como tabla v celda ¥
Portapapeles 5 Fuente [F1 Alineacion [ Nimero m Estilos
(%) RIESGO DE SEGURIDAD Microsoft ha blogueado la ejecucién de macros porque el origen de este archivo no es de confianza. | Obtener mas informacién
ANL2 v i 7 E>
A B C D E F G H ] K L M N a 4 a R s T u v X
1
2 A c D E F G H 1 K L M N P a R s T v w Y ‘
3 1 2 3 4 5 & 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21
4 |2Rg -0.792 -0.82 -0.584 -0.48 -0.934 | -0.76 | -0.87 | -0.89 | -0.24 | -0.87 | -0.826 | -0.577 | -0.396 | -0.563 | -0.64 | -0.641| -0.71 0.847 | -0.886 0.9 2R
5 RgFx -0.609 -0.72 -0.285 -0.168 | -0.737 |-0.588 | -0.634 | -0.69 | -0.07 | -0.64 | -0.646 | -0.398 | -0.315 | -0.362 | -0.41 | -0.412| -0.51 | -0.673 | -0.754 | -0.76 RF
6 2Fx -0.387 -059 0.072 0.189 -0.552 |-0.241|-0485| -0.54 | 0.18 | -0.42 | -0.485 | -0.185 | -0.12 | -0.158 | -0.31 | -0.231| -0.39 | -0.501 | -0.614 | -0.5 2F
7
8

Figura 48. Herramienta FlexiProt. En la segunda fila se observan las iniciales de cada aminoacido y debajo de cada una se observan en
cada columna los valores de radio de giro e indice de flexibilidad de cada residuo.

En esta seccion de la hoja de célculo se debe ingresar la secuencia de aminoacidos
del péptido al que se calculara la flexibilidad, debajo de la celda [INPUT SEQUENCE],
escribir la secuencia de aminoacidos del péptido colocando al inicio la letra [D] y al final la

letra [P].
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Z AA AB AC AD AE AF

INPUT SEQUENCE Length

DILSAIWSGIKGLLP | 15

2
Fx
Fx | AminoAcid
Fx R

Fx Fx

Fx
Fx INPUT PDB

Fx ‘
Fx
Fx INPUT AF code

>

F|RE R R |E|R|E
v |=|o|w|z|x|lo|m|o

<|s|<|Z]||=|z|7||>

Z2ZZ~®x—-—IOT"mOMND>

Figura 49. Ingreso de la secuencia del PAM para el calculo de la flexibilidad intrinseca.

Posteriormente seleccionar solo los datos numéricos en la columna [nB-factor],
automaticamente se realiza el calculo para el promedio de todos estos valores, el promedio
se observa en la parte inferior derecha, a este valor se debe calcular el inverso [/promedio], €l
valor resultante es la flexibilidad intrinseca para cada péptido.

7 AA AB AC AD AE AF AG  AH Al A @K
O Position |Res| Q[ Neighbors [0 Tor
[aal F DFLFSLIPNAISGLLSAFKP [ Length 1 D Fx
A|lA Rg|D Fx |DFPFLLSLIPSAISAIKRLP ‘ 20 2 F Rg 2Fx -0.552
c|C Rg| E Fx 3 P Fx 2Rg -0.396
D|F Rg| G Fx AminoAcid 4 F Rg  Refx 0737 |,
E|H Rg| K Fx R 5 L Rg  2Rg -0.865
Fl1 Rg|N Fx Fx 6 L Rg  Rgfx -0.642
G|L Rg| P Fx 7 5 Ex 2Rg -0.641
H|M Rg|a Fx INPUT PDB 8 L Rg  Rghx -0.642
[ v Rg| R Fx | 9 | Rg  Rghx -0.693
| K|W Rg| S Fx 10 P Fx RgFx -0.315
L|Y Rg| T Fx INPUT AF code 1 S Fx RgFx -0.412
M | 12 A Rg  RgRx -0.609
N 13 | Rg  RgRx -0.693
P 1M sk 2R -0,
a 0 Flexibility Profi ze= e 15 A Rg Rgfx _z:g;
R N 16 | Rg  Rgx -0.693
s| o2 17 K P Rghx -0.065
T 0.3 18 R Fx RgFx -0.412
V| 04 19 L Rg 2 -0.422
w| -os ‘ 20 P R #ND #N/D
v niF T HALTY 4 HALITY
4 + F ——

Figura 50. Calculo del promedio del promedio para el parametro “nB-factor2.

11.8 Calculo del momento dipolar
Abrir el navegador web y buscar <Protein Dipole Moment>, abrir la pagina web que
se muestra en la imagen.
Protein Dipole Moment

Protein Dip ments Server
hitps:/idipole.

Protein Dip

With this servel iscover i 1 might have an unusually large net charge or dipole

moment, and how this might relate to specific structural ...

Figura 51. Servidor web “Protein Dipole Moment”.
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Dentro de la pagina web, hacer clic en el boton [Seleccionar archivo], se desplegara
una ventana en la cual se debe buscar la ubicacion de los modelos creados con la herramienta
<AlphaFold2>, seleccionar alguno de los modelos y hacer clic en el boton [Abrir] para cargar
el archivo se cargard en el servidor web, posteriormente hacer clic en el boton [Submit].

Protein Dipole Moments Server

Clifford Felder, Jaime Prilusky and Joel Sussman,
Weizmann Institute of Science, 7610000 Rehovot, Israel

n Clifford E. Felder, Jaime Prilusky, Israel Silman, and Joel L Sussmaniili

re. B hittps://acader p.com, a /s 0 224

Please enter PDB-ID Code of the protein you want to analize:
Alterna the above box is blank, you can upload  Seleccionar archivo | AcrAP1 pdb
or enter your own data in PDB format, at least the HEADER Ar\ﬁﬂl-‘ records, and ending if

Figura 52. Interfaz de inicio del servidor “Protein Dipole Moment” para la carga de archivos en formato “pdb” de los modelos
estructurales.

El servidor hara una tabla como en la siguiente imagen, en la cual estard resumida
informacion como el momento dipolar o la carga neta.

Dipole moment for

No. of Chains=1 Elongated
MNo.Atoms|No.Res.| Rpm||Pos.Res.|Neg.Res. Charge‘mpole |Quadrapo|e Crg./Nat. [Dip./Nat.

[value 182. 18.J40.88 1. -0. 1 17 48] 0.0055] 0.9398)
No.Dev.Units| -1.35  -1.39[-1.47] 141 -1.42]  0.56] -0.89 -0.72) 1.21 2.02)|

=@ Dipole vector (in atomic units): 22.49 9.67 -25.86
=3 Mass Moments vector: 55.36 57.78 92.93
/' Open a larger Jmol window.

Figura 53. Calculo del momento dipolar y otras propiedades del PAM (numero de atomos, cantidad de residuos, carga neta, etc.).

11.9 Calculo del indice de Boman

El indice de boman sirve para estimar el potencial de interaccion de una proteina para
unirse a membranas u otras proteinas como receptores, se calcula a partir de la secuencia de
aminoacidos, el valor resultante es igual a la suma de los valores de solubilidad de cada
residuo de la secuencia de aminoacidos y se divide entre el numero total de residuos. Un
valor bajo (<1.0) indica que la proteina tiene un perfil bajo de efectos secundarios y toxicidad.

En el navegador Web escribir <AMP database search> y acceder a la pagina web

sefialada.
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Go gle amp database search X 4 & Q

Todo Shopping Imigenes  Videos  Videoscoros  Noticias  Libros  Mas v Herramientas ~

Antimicrobial Peptide Database
hitps:/iaps.unmc. edu ; datebase - Traducir esta pdgina

e
AMP Database Search

Enter or select your queries into the database filters below and press the search button. The more you
select/enter, the less you will get

© Antimicrobial Peptide Database
hitps:/faps unmc.edu - Traducir esta pagina  ;

Antimicrobial Peptide Database

The Antimicrobial Peptide Database (APD) contains 5099 peptides, including 3306 natural antimicrobial
peptides (AMPs) from the six life kingdoms

Figura 54. Servidor web “Antimicrobial Peptide Database”.

Dentro de la base de datos seleccionar la opcién [Antimicrobial Peptide Calculator and
Predictor].

University of Nebraska
Medical Center

APD3
ANTIMICROBIAL PEPTIDE DATABASE

Antimicrobial Peptide Database

Welcome to the APD, the original database for antimicrobial peptides, first online in 2003. As of January 2025, the

e Antimicrobial Peptide Database (APD) contains 5099 peptides, including 3306 natural antimicrobial peptides
(AMPs) from the six life kingdoms (410 bacteriocins/peptide antibictics from bacteria, 5 from archaea, 8 from

AMP Database Search
protists, 29 from fungi, 268 from plants, and 2580 from animals), 1299 synthetic, and 231 predicted AMPs with
Antimicrobial Peptide Calculator < "
N the following function/activity:
and Predictor
Antibacterial peptides
Antimicrobial Peptide Designer Antibiofilm peptides
Anti: d

Statistical Information

Related Databases & Prediction
‘Websites

o Antiviral peptides
ALz Anti-HIV peptides

Artifiamend mandidan

Figura 55. Inicio y herramientas del servidor “Antimicrobial Peptide Database”.

Ingresar la secuencia del péptido como se muestra en la imagen y hacer clic en el
botdén [Submit]. Algunos péptidos ya se encuentran en la base de datos, por lo cual su indice
de boman ya ha sido calculado.

Please input your peptide sequence (one-letter code for the
standard 20 amino acids and no space).

ILSAIWSGIKGLY|

iy

Reset |
Figura 56. Ingreso de la secuencia de cada PAM para el calculo del indice de Boman.

Hacer clic en el boton de color rojo y de inmediato la pagina redirigird a la siguiente
pestafia en donde se mostraran los para metros calculados para el péptido seleccionado.

Calculated Peptide Parameters and the APD-based Prediction

Your input sequence has been found in our database. It is a known antimicrobial peptide

AP02780

Figura 57. Pagina de redireccion para visualizar los resultados de los parametros calculados.
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11.10 Simulaciones de dinamica molecular

Para realizar las simulaciones es necesario el uso de herramientas como WebGro (se
debe realizar el registro con un correo institucional para su uso), una plataforma digital que
utiliza el paquete de simulacion [GROMACS] para realizar simulaciones de dindmica
molecular. Solo es necesario cargar el archivo de proteina o péptido en este caso [con
extension .pdb] y WebGro realizara la simulacion y el analisis de trayectorias. La pagina web
de envio tiene valores predeterminados basados en trabajos publicados relacionados con
simulaciones GROMACS.

Para ello se debe buscar la herramienta <WebGro> en el navegador Web y seleccionar
la pagina que se muestra en la imagen.

WebGro | UAMS
hitps:/isimlab.uams.edu - Traducir esta pagina :

WebGro | UAMS

WebGro is a fully automated online tool for performing molecular dynamics simulation of
macromolecules (proteins) alone or in complex with ligands (small

Protein with Ligand Simulation Protein in Water Simulation Queue Status Tutorial

Figura 58. Servidor web de WebGro.

Dentro del simulador, cargar el documento pdb del péptido para realizar la
simulacion.

file Upload | P 1

Choose File | o file chosen
C .

Figura 59. Ventana de carga para los archivos de formato “pdb” de cada estructura de los PAM.

Una vez cargado el archivo, se desplegard una ventana, en la cual ya tiene fijados
algunos valores predeterminados para el analisis de dindmica molecular, ademas se debe
ingresar el correo y contrasefia que fueron usados en el registro en la plataforma.

}
}
1

. . . . L Ul 300¥
! Energy Minimization parameters 1
}
1

|

e W 1

| Integrator: | Steepest Descent v | I
|

|

s:[5000 |

Figura 60. Ingreso de I datos de registro de
usuario y especificaciones de las

dinamicas moleculares.

Los parametros para elegir en la simulacion son: campo de fuerza, modelo de agua,
caja de simulacidn, tipo de sal. Lo siguiente es seleccionar los parametros de minimizacion
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de energia, parametros de equilibrio y ejecucion de dindmica molecular (Temperatura,
presion, tiempo en ns).

Input Parameters

EMAIL: |yourname@email.edu

Forcefield: [GROMOS96 43a1 v
Vater model: [SPC_ v

Type: | Triclinic >

t Type: [NaCl v

Figura 61. Parametros solicitados para la ejecucion de la dinamica molecular de cada estructura.

Por ultimo, seleccionar los andlisis de resultados en la simulacion y dar clic en el
botén [Submit]
Simulation Result Analysis
BRMSF

BSASA nput t-A

Figura 62. Opciones de analisis de resultados de cada simulacion.

11.11 Indice GRAVY (Grand Average of Hydrophobicity)

Es un valor que representa la hidrofobicidad promedio de una estructura proteica; se
calcula a partir de los valores de hidropatia de todos los residuos de la secuencia y
posteriormente se divide entre el nimero total de los residuos de la estructura. Un valor
positivo creciente indica una mayor hidrofobicidad y un valor negativo sugiere una proteina
hidrofilica.

Buscar en el navegador el servidor web ProtParam y acceder.

48, Expasy

https:fiweb expasy org » protpar . - Traducir esta pagina *

ProtParam
The computed parameters include the molecular weight, theoretical pl. amino acid composition, atomic
composition, extinction coefficient, estimated half-ife, ...

Figura 63. Servidor web “ProtParam” para el calculo del indice GRAVY.

Ingresar la secuencia del PAM en el recuadro [Enter a protein sequence]
posteriormente deslizar hacia abajo del servidor y dar clic en el boton [compute
parameters].
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Enter a protein sequence
Please enter one UniProtkB AC/ID (e.g. P05130 or KPC1_DROME)
Alternatively, enter one protein sequence in single letter code (e.g. ABCDEFGHIKLMNOPQRSTUVWXY).

FPFLLSLIPSAISAIKRL]

| RESET | | Compute parameters |

Figura 64. Ingreso de la secuencia del PAM en el servidor ProtParam para el calculo del indice GRAVY.

Se cargard una nueva ventana en la cual estara resumida cierta informacion de la
cadena del PAM dirigirse al final de la pagina y ahi se encontrard el indice de inestabilidad,
indice alifatico y por Gltimo el indice GRAVY calculado.

Instability index:
The instability index (II) is computed to be 53.34
This classifies the protein as unstable.

Aliphatic index: 162.78
Grand average of hydropathicity (GRAVY):1.328

Figura 65. Indice GRAVY calculado para el PAM Uy 234.
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