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RESUMEN

La resistencia a compuestos antimicrobianos (RAM) se define como la capacidad de
un microorganismo para resistir o tolerar el efecto de estos. La MDR se define como la
resistencia al menos a un agente de tres o mas familias de antibidticos. Ante la aparicion de
MDR se ha instado al desarrollo de nuevos antibidticos con el fin de eliminar a los patogenos
resistentes. En 2016, la OMS realiz6 un estudio para identificar bacterias resistentes a
antibidticos para las cuales el desarrollo de nuevos antibidticos se considera prioritario. Los
patdgenos tales como Pseudomonas aeruginosa resistente a los carbapenémicos, bacterias de
la familia Enterobacteriaceae, resistentes a los beta-lactamicos, y Staphylococcus aureus
resistente a la meticilina se encuentran entre las més importantes. Se han propuesto
alternativas contra bacterias MDR, como los AMPs. La mayoria de AMPs son oligopéptidos
que van desde cinco a cien residuos aminoacidicos, generalmente son catidonicos, anfipaticos,
y ademas poseen estructuras a-helicoidales y/o B-laminares. Los alacranes se consideran una
gran fuente de AMPs. El Uy234 es un péptido aislado de Urodacus yaschenkoi, presenta una
a-hélice anfipatica y una carga neta de +3. Presenta actividad antimicrobiana contra
Burkholderia cepacia, K. pneumoniae Streptococcus sp. y S. aureus. El disefo racional in
silico podria permitir obtener péptidos antimicrobianos derivados del Uy234 con una mayor
actividad antimicrobiana en comparacion con las bacterias evaluadas en estudios anteriores.
Dada las propiedades fisicoquimicas y estructurales del Uy234, el uso de herramientas
bioinformaticas permitira el disefio de variantes mejoradas. Se busca incrementar la rigidez
del péptido para aumentar el grado de orden en su estructura tridimensional, lo que
favoreceria su interaccion con la membrana y la creacion de perturbaciones en la misma. Se
sugiere que esto generara péptidos con una mayor actividad antimicrobiana contra S. aureus
y A. baumannii. Se realizaron bibliotecas in silico de 76 variantes del Uy234 mediante
analisis combinatorios. La seleccion de variantes se llevd a cabo evaluando los parametros
fisicoquimicos mas asociados con la actividad antimicrobiana. Se llevd a cabo la
determinacion de la actividad antimicrobiana por ensayos cualitativos (Ensayos de Difusion
Radial) y cuantitativos (CMI y CMB) de las variantes sintetizadas con el objetivo de evaluar
su actividad antimicrobiana contra S. aureus ATCC 25923 y A. baumannii AE12 (aislado
clinico). La actividad hemolitica de las variantes del péptido se evaluo utilizando eritrocitos
humanos.. La adicion de triptofano en el centro de la secuencia incremento tanto el momento
hidrofobico como la rigidez de las variantes de Uy234, mientras que la incorporaciéon de un
residuo de 4cido aspartico en el extremo C-terminal aumentd su momento dipolar. De las
variantes sintetizadas quimicamente, la variante Uy234-R7 mostr6 la mejor actividad
antimicrobiana contra S. aureus entre las cuatro variantes evaluadas. Uy234-A perdi6 su
actividad citotdéxica contra S. aureus. La variante Uy234-DR8 presentd actividad
antimicrobiana en los ensayos de difusion directa en agar contra A. baumannii AE12. La
actividad hemolitica no se increment6 de forma considerable en ninguna de las variantes del
péptido Uy234.




INTRODUCCION

La resistencia a compuestos antimicrobianos (RAM), como los beta-lactdmicos y
aminoglucoésidos, se define como la capacidad de un microorganismo para resistir o tolerar
el efecto de estos. La RAM ocurre cuando un microorganismo evoluciona para poder
sobrevivir bajo el efecto de un compuesto antimicrobiano (Chinemerem Nwobodo et al.,
2022; De Oliveira et al., 2020). Dentro de los diversos tipos de resistencia antimicrobiana, la
resistencia bacteriana se considera una de las principales amenazas para la salud humana
(Giono-Cerezo et al., 2020).

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) pronostica que las infecciones causadas
por bacterias resistentes a los antimicrobianos serdn responsables de 10 millones de muertes
por afio para 2050 (Giono-Cerezo et al., 2020). Se estima que los paises con ingresos medios
y bajos seran los mas afectados, albergando el 80% de las muertes (Sulis et al., 2022). La
incidencia de la RAM se relaciona con el uso excesivo e inadecuado de compuestos tales
como las cefalosporinas, tetraciclina o fluoroquinolonas, por lo que paises con una alta
prevalencia de enfermedades infecciosas presentan una mayor incidencia de esta clase de
resistencia (Pulingam et al., 2022).

La RAM tiene importantes implicaciones econdémicas que repercuten en el
incremento en los costos de atencion a la salud (Porooshat, 2019). La elevacion de costos es
mas prolongada en paises de bajos ingresos debido a que los tratamientos suelen estar fuera
del alcance de gran parte de la poblacion. La mayoria de las consecuencias de la RAM recaen
en estos paises, y la aparicion de microorganismos multidrogorresistentes y extremadamente
resistentes ha agravado el problema (Pulingam et al., 2022). En hospitales mexicanos se
observa una alta resistencia en carbapenémicos para Klebsiella sp., Escherichia coli y
Acinetobacter sp., asi como alta prevalencia de enterococos resistentes a la vancomicina
(ERV) y estafilococos resistentes a la meticilina (SARM) (Garza-Gonzalez et al., 2019).

La MDR se define como la resistencia al menos a un agente de tres o mas familias de
antibidticos y la XDR como la resistencia al menos a un agente en todas las familias de
antibidticos excepto en dos o menos (Magiorakos et al., 2012). La aparicion de bacterias
MDR o XDR implica la presencia de multiples mecanismos de resistencia. Estos mecanismos
abarcan desde activacion de bombas de flujo localizadas en la membrana citoplasmatica,
responsables de expulsar compuestos toxicos fuera de la célula; alteracion del sitio blanco de
ya sea por mutaciones o modificaciones enzimaticas; asi como la produccion de enzimas
capaces de inactivar o degradar el farmaco (Figura 1) (Christaki et al., 2020; Pulingam et al.,
2022)
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Figura 1. Representacion de distintos mecanismos de resistencia antibacteriana (Figura tomada deRyan,
2018)

Ante la apariciéon de MDR se ha instado al desarrollo de nuevos antibidticos con el
fin de eliminar a los patdgenos resistentes (Karaiskos et al., 2019). En 2016, la OMS realizo
un estudio para identificar bacterias resistentes a antibidticos para las cuales el desarrollo de
nuevos antibidticos se considera prioritario y se llego a la conclusion de que patdgenos tales
como Pseudomonas aeruginosa resistente a los carbapenémicos, bacterias de la familia
Enterobacteriaceae, resistentes a los beta-lactamicos, y Staphylococcus aureus resistente a la
meticilina se encuentran entre las mas importantes (Tacconelli et al., 2018). Estas bacterias
patogenas se clasifican en tres categorias (Figura 2), segun la urgencia en la que se requiere
su control: (1) prioridad critica, (2) alta o (3) media. En el primer grupo se encuentran las
Enterobacteriaceae, asi como las especies Acinetobacter baumanii y P. aeruginosa
(Quintero, 2021).
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Figura 2. Grupos de bacterias para las que se necesitan con urgencia nuevos antibioticos. Se clasifican en
tres categorias, segin la urgencia en la que se requieren: prioridad critica, alta o media. CA= resistente a
carbapenémicos (antibidticos de amplio espectro), CE= resistente a cefalosporinas de 3ra generacion, VA=
resistente a vancomicina, ME=resistente a meticilina, CLA= resistente a claritromicina, FLU= resistente a
fluoroquinolona, PE=resistente a penicilina, AMP=resistente a ampicilina (Figura tomada de Quintero, 2021).

Con el aumento en la RAM, paradodjicamente, el desarrollo de nuevos antibidticos ha
disminuido (Harrison et al., 2014). Las compaiias farmacéuticas han abandonado la
busqueda de nuevos medicamentos debido a los altos costos en su desarrollo, los ambiguos
requisitos para su aprobacion y la baja rentabilidad econémica para su implementacion.
Resultado de esto, la responsabilidad para el desarrollo de nuevos antibidticos ha recaido en
la investigacion cientifica (Chinemerem Nwobodo et al., 2022).

El desarrollo de nuevos antibidticos implica la busqueda de aquellos compuestos con
caracteristicas mejoradas. Tales caracteristicas incluyen la capacidad de eliminar o inhibir el
crecimiento del patdgeno sin generar disbiosis (alteraciéon en la composicion de la
microbiota) que tengan una baja probabilidad de generar resistencia y que a su vez tenga una
baja toxicidad en el huésped. El ultimo punto podria considerarse altamente importante,
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debido a que la mayoria de los compuestos pueden ser toxicos a dosis elevadas (Singh et al.,
2017).

Bajo esta optica, se han propuesto alternativas contra bacterias MDR, algunas de las
cuales ya se han puesto en marcha. El uso de AMPs contra infecciones por bacterias MDR
ha sido uno de los principales objetivos en esta clase de estudios (Chakraborty et al., 2022).
La mayoria de AMPs son oligopéptidos que van desde cinco a cien residuos aminoacidicos,
generalmente son catidnicos, anfipaticos, y ademas poseen estructuras a-helicoidales y/o -
laminares (Bin Hafeez et al., 2021; Ibarra-Valencia et al., 2021). Estas propiedades son
fundamentales para su mecanismo de accion, centrado en la interaccion y disrupcion de la
membrana bacteriana, como se detalla en los parrafos subsecuentes.

Los AMPs se encuentran presentes en todos los Phyla del arbol de la vida (Tabla 1).
Dentro del grupo de los artropodos, los alacranes, y particularmente su veneno, puede
considerarse una gran fuente de AMPs debido a su alta biodiversidad (Al-Asmari et al.,
2017). EI veneno de alacran es producido en las glandulas ubicadas en el telson y estd
compuesto por una mezcla compleja de sales, enzimas y péptidos, que estos utilizan para
defenderse y capturar a sus presas. Entre los péptidos antimicrobianos de veneno de alacran
destaca la escorpina, aislada de Pandinus imperator, considerada uno de los primeros AMP
de alacran descubiertos (Conde et al., 2000; Luna-Ramirez et al., 2013).

Tabla 1. Ejemplos de péptidos antimicrobianos

Reino Nombre de péptido | Fuente biolégica | Grupo diana | Estructura diana

Lantipéptido Halorussus sp. Bacterias, L1
Archae Archalan a XZYJT40 arqueas Membrana lipidica
. ) Actinoplanes ) , .
Bacteria Actagardina . . Bacterias Lipido II
garbadinensis
. . Ganoderma Bacterias, L.
Fungi Ganodermina lucidum Animales Membrana lipidica
Plantae Galaxamida Galaxaura Animales Membran.a
filamentosa mitocondrial
. . Acanthamoeba Bacterias, .
Protista Acantaporina culbertsoni Animales Membrana lipidica
. Bacteriofago de Bacterias, L.
Virus PepGl Staphylococcus Animales Membrana lipidica
Animalia Kahalalide A Elysia rufescens males Membrana lipidica,

(Gram +) acidos nucleicos
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Varios AMPs de alacran son péptidos pequetios (10-25 residuos), generados a partir
de la modificacion postraduccional de un precursor compuesto por un péptido sefial, un
péptido maduro, un motivo GKR o GRR (sitio de reconocimiento para el corte enzimatico)
y un propéptido (Fong-Coronado et al., 2024). Su reducido tamano los hace atractivos para
su uso, ya que permite una sintesis quimica mas econdémica. . Paralelamente, los péptidos
pequefios pueden insertarse de forma madas eficiente en la membrana plasmatica, en
comparacion con péptidos mas grandes. Otra caracteristica importante es su amidacion en el
extremo C-terminal, la cual los protege de la degradacion por proteasas y le brinda estabilidad
a la hélice-a (Amorim-Carmo et al., 2022).

Dado que el blanco de accién para esta clase de AMPs es la membrana celular, cuyo
principal componente es una bicapa lipidica, es prioritario conocer a detalle sus principales
caracteristicas y propiedades para optimizar la accidén antimicrobiana de estos péptidos. La
region central de la bicapa se caracteriza por ser una gruesa capa hidrofobica que evita que
las moléculas polares la atraviesen. Los lipidos no se distribuyen de manera uniforme en la
membrana; por el contrario, distintas especies lipidicas tienden a agruparse en dominios, lo
que contribuye a su caracter de mosaico asimétrico. Ademads, la membrana contiene proteinas
y carbohidratos insertados, lo que le confiere una gran diversidad estructural y funcional
(Figura 3) (Lingwood & Simons, 2010).

Outside of cell

Carbohydrate Proteins

‘ e Glycolipid = g
S )

A
A
Fatty acid or
prenyl group
Membrane- Lipid
spanning bilayer
a helix lay
Integral

membrane
protein

Peripheral membrane protein

Inside of cell

Figura 3. Representacion de una estructura membranal (Figura tomada de Cooper, 2019)
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Los principales componentes de las membranas celulares son glicerofosfolipidos,
esfingolipidos y esteroles. En el caso de los glicerofosfolipidos, estos se clasifican segln el
grupo sustituyente en la cabeza polar, el cual, junto con el grupo fosfato, se encuentra
expuesto al medio acuoso. En bacterias, la composicion lipidica incluye lipidos anionicos
como el fosfatidilglicerol y la cardiolipina, lipidos zwitteridnicos como la
fosfatidiletanolamina, y en menor proporcion fosfatidilcolina y fosfatidilinositol, asi como
lipidos basados en la ornitina (Sohlenkamp & Geiger, 2015). La composicion lipidica varia
segun la especie y las condiciones ambientales. Por ejemplo, la Figura 4 muestra una
estimacion de dicha composicion en E. coli. En S. aureus, la membrana esta compuesta
principalmente de fosfatidilglicerol y cardiolipina, mientras que en A. baumannii
mayormente se componen de lipido A, PE, PG y CL (Carey et al., 2022; J. H. Jiang et al.,
2019; X. Jiang et al., 2020; Koprivnjak et al., 2011). Conocer la composicion lipidica de las
membranas bacterianas es importante para el disefio de péptidos-membrana especificos
(Kabelka & Vacha, 2021).

Aunque el mecanismo de accion de los AMPs no estd atn del todo esclarecido, se
sabe que interactiian con la membrana para poder ejercer su accion litica. Esta interaccion se
produce a través de interacciones electrostaticas entre el péptido y la membrana. Tomando
como ejemplo lo que se ha descubierto en bacterias, se sabe que la region con carga catidnica
de estos péptidos interactiia con la parte polar de los fosfolipidos del lipopolisacarido en
bacterias Gram-negativas y con los 4cidos teicoicos en las Gram-positivas a través del grupo
fosfato, que posee carga negativa (Brogden, 2005). Asi, la interaccion de estos péptidos en
funcién de la composicion lipidica resulta en una alteracion en la homeostasis celular y
posteriormente la muerte celular. Por esta razon, el desarrollo de resistencia bacteriana ante
esta clase de péptidos que actiian a nivel de la membrana es dificil por ser de caracter
inespecifica y genérica (Kabelka & Vacha, 2021).

Los péptidos que actuan en la membrana celular presentan distintos mecanismos de
accion: (a) ruptura de la membrana celular y adelgazamiento de esta; (b) formacion de poros;
(c) solubilizacion de la membrana, efecto detergente o modelo de alfombra; (d) formacioén
de micelas invertidas (Kabelka & Vacha, 2021). A continuacion, se mencionaran tres modelos
de accion de AMPs de los cudles se tiene mas informacion. La formacion de poros en la
membrana requiere altas concentraciones de AMPs pero menos que el modelo de alfombra
(REF). Existen dos modelos estructurales de poros bien establecidos: modelo de barril y
modelo toroidal. En el modelo de barril, los AMPs, generalmente muy hidrofobicos, se
agrupan estrechamente formando un conjunto que rodea al lumen del poro; los péptidos se
orientan de manera perpendicular al plano membranal los grupos polares de los lipidos no
estan involucrados en la estructura del poro. En cambio, en el modelo toroidal las cabezas
lipidicas participan en la formacion del poro y los péptidos, generalmente muy flexibles, se
encuentran dispersos alrededor de la estructura (Figura 5)(Kabelka & Véacha, 2021). En el
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modelo de alfombra, los AMPs, generalmente muy cortos e incapaces de atravesar
integramente el grosor de la bicapa lipidica, se agrupan alrededor de la membrana,
cubriéndola de forma similar a como lo haria una alfombra en el suelo. A concentraciones
elevadas, los péptidos se orientan hacia la membrana y la desestabilizan, formando micelas,
similar al efecto de un detergente () (Brogden, 2005). Existe evidencia experimental que
sugiere que los péptidos antimicrobianos de menor longitud, como la estigmurina (17
aminoacidos) y la Ctriporina (19 aminodacidos), tienden a favorecer la formacion de micelas.
En cambio, péptidos mas largos, como la Pandinina 2 (24 aa), se asocian con la formacion
de poros acuosos en la membrana (Fong-Coronado et al., 2024).

' R—O-CH, )
| I | Fosfatidiletanolamina
| Rp—O-CH O | (75%)
: HQC O— P CHQ—:CHQ—NHQ_
| OH
| |
' Ry y Ry dcidos grasos |
Sy S S S N S-S |
; !—CHOH—CHzOH Fosfatidilglicerol
| : (18%)
HZC—O—R1
== 3 O HC O0—R,
| I
7—(|:H—CH;_ O— P O— CH2
| I
Lo - OH OH Cardiolipina
(5%)

Fosfolipidos de Escherichia col.

Figura 4. Fosfolipidos de membrana en E. coli con sus respectivos porcentajes dentro de la misma (Figura
tomada de Parés I Farras & Juarez Giménez, 1997).
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Figura 5. Modelos de accion de los AMPs. Representacién del modelo de barril (en el medio), alfombra
(izquierda) y Poro toroidal (derecha), las regiones hidrofilicas del AMP se observan de color rojo y las
hidrofoébicas de color azul (Figura tomada de Brogden, 2005).

El diseno racional de AMPs es la optimizacion de péptidos en funcién de sus
propiedades fisicoquimicas y estructurales basado en su mecanismo de accion. Uno de los
principales motivos para mejorar los AMPs es aumentar su actividad antimicrobiana y
hacerlos mas resistentes a la degradacion por proteasas intracelulares, reduciendo a su vez la
posible toxicidad que pudieran exhibir ante células del huésped. Entre las caracteristicas
esenciales a tener en cuenta en el diseio de AMPs que interactian con la membrana se
incluyen la carga neta, hidrofobicidad, anfipaticidad, flexibilidad y tamafio. Se han
desarrollado estrategias racionales para el disefio de péptidos bioactivos (Figura 6), las cuales
integran herramientas bioinformadticas y métodos moleculares (Torres et al., 2019). La
generacion de bibliotecas in silico puede realizarse mediante anélisis combinatorios, que
permitan generar variantes de una secuencia original a través de mutaciones puntuales, la
cual es también es una estrategia ampliamente utilizada.

Con los recientes avances en inteligencia artificial, el analisis computacional in silico
para mejorar la actividad de AMPs se ha convertido en una herramienta prometedora en el
disefio de terapias antimicrobianas. A raiz de esto surge la reflexion ;Somos recolectores o
cazadores?, en donde se reafirma la creciente necesidad de comprender lo que estamos
buscando para realizar disefios inteligentes, siendo cazadores y no remitirnos a reportar y
utilizar lo que descubramos, siendo recolectores (Harrison et al., 2014).
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Figura 6. Estrategias para el disefio de péptidos antimicrobianos (AMPs). A) Introducciéon de mutaciones
puntuales en la secuencia original para evaluar el impacto de aminoacidos especificos. B) Disefio de novo de
péptidos a partir de principios estructurales y fisicoquimicos. C) Generacion de bibliotecas sintéticas mediante
combinaciones sistematicas de aminoacidos. D) Disefio basado en plantillas derivadas de secuencias con
actividad antimicrobiana comprobada. E) Uso de herramientas de simulacion, como dindmica molecular, para
predecir propiedades estructurales y funcionales. F) Aplicacion de modelos estadisticos y algoritmos de
aprendizaje para identificar parametros relacionados con la actividad biologica (Figura tomada de Torres et al.,
2019).

ANTECEDENTES DIRECTOS

Un ejemplo de disefio optimizado de AMPs se encuentra en las magaininas, pequefios
péptidos con estructura de a-hélice presentes en las secreciones cutdneas de algunos géneros
de ranas tropicales. La magainina-2 (GIGKFLHSAKKFGKAFVGEIMNS, mag-2), uno de
los péptidos mas estudiados hasta la fecha, fue aislada de Xenopus laevis (Gregory et al.,
2009; Balleza, 2023)y ha mostrado actividad antimicrobiana frente a cepas de referencia
(ATCC) de S. aureus (256 pg/mL, 103.76, E. coli (64 pg/mL, 25.94 uM) y P. aeruginosa
(128 pg/mL, 51.88 uM). Posteriormente, Zasloff y colaboradores desarrollaron Pexiganan
(GIGKFLKKAKKFGKAFVKILKK-NH>), a partir de la magainina (de carga +3) se generd
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una variante optimizada con una carga neta aumentada a +10 y una amidacion en el extremo
C-terminal. Esta variante mejor6 significativamente su actividad contra cepas ATCC de E.
coli, P. aeruginosa y S. aureus, con una concentracion minima inhibitoria (CMI, por sus
siglas en inglés) de 16 pg/mL (6.45 uM) para las tres especies (Gottler & Ramamoorthy,
2009).

Aunque hasta la fecha no se han aprobado terapias antimicrobianas derivadas del
veneno de alacran, diversos estudios han demostrado que la actividad de los AMPs de alacran
puede ser optimizada mediante mutagénesis dirigida. Un ejemplo de ello es AamAP1
(FLFSLIPHAIGGLISAFK-NH>), un péptido aislado de Androctonus amoreuxi, una especie
de alacran africano, que mostro actividad antimicrobiana frente a cepas de referencia (NCTC)
de S. aureus, E. coli y Candida albicans. En su forma nativa, AamAP1 present6 baja
actividad contra E. coli (120-150 uM), actividad moderada contra C. albicans (64 uM) y alta
actividad contra S. aureus (20 uM). Sin embargo, al sustituir un residuo de histidina por
lisina, la CMI disminuyd significativamente para todas las cepas evaluadas, alcanzando
valores entre 3 y 5 uM (Almaaytah et al., 2012).

En otro estudio, Li y colaboradores determinaron la actividad antimicrobiana del
péptido MK049518 (FLGLLGSVLGSVLPSIFK-NH>») aislado del veneno de Didymocentrus
krausi, un pequeno alacran de los bosques secos de América Central. Este péptido presento
una CMI de 6.7 uM contra S. aureus pero baja actividad contra bacterias Gram-negativas (>
54.13 uM). Sin embargo, cuando se sustituyeron los residuos de serina por residuos de lisina,
la actividad mejoré contra las bacterias Gram-negativas estudiadas (12.69 upM).
Adicionalmente, la sustituciéon de residuos de glicina y serina por residuos de lisina
disminuy6 aun mas la CMI contra E. coli (2.86 uM) y P. aeruginosa (5.73 uM) (Li et al.,
2020).

ANTECEDENTES ESPECIIFICOS

Luna-Ramirez y colaboradores secuenciaron el transcriptoma de la glandula venenosa
de Urodacus yaschenkoi, un alacran endémico del desierto australiano e identificaron 210
secuencias codificantes para enzimas, toxinas y péptidos caracteristicos de venenos de
alacran, de los cuales se encontro6 que el 21% codifican para péptidos antimicrobianos. Dentro
de estas secuencias de AMPs se identifico la secuencia que codifica para el péptido Uy234
(FPFLLSLIPSAISAIKRL-NH;) (Luna-Ramirez et al., 2015).

Cesa-Luna y colaboradores determinaron que el péptido Uy234 presenta una a-hélice
anfipatica, una carga neta de +3, 61% de residuos hidrofobicos e indice de Boman de —0.74
kcal/mol, mismo que estima el potencial de un péptido para unirse a otras proteinas (Cesa-
Lunaetal., 2019). Se evalu6 su actividad contra Burkholderia cepacia, un aislado clinico de
K. pneumoniae 'y dos de Streptococcus sp., presentando la concentracion minima bactericida

18




(MBC, por sus siglas en inglés) contra los dos ultimos, 2.9 y 5.9 uM, respectivamente. Sin
embargo, el péptido Uy234 no present6 actividad contra B. cepacia; ademas que, en ensayos
de actividad hemolitica, éste presentd un 26.18 % de hemolisis contra eritrocitos humanos a
una concentracion de 380 uM (Cesa-Luna et al., 2019).

Salazar-Hernandez y colaboradores estudiaron la influencia de la flexibilidad y la
carga neta en la actividad antimicrobiana del Uy234. Se encontrd que el grupo amida del
extremo C-terminal favorece la formacion de puentes de hidrégeno, y la prolina central
favorece la flexion del péptido provocando un efecto de torsion. Estos factores facilitarian la
translocacion del Uy234 cuando interactiian con la superficie membranal. Adicionalmente,
se evaluo su actividad contra aislados clinicos de S. aureus MDR y cepas ATCC de 4.
baumannii, en los cuales se presentdé una CMI de 6.25 uM y una concentracion minima
bactericida, MCB, de 12.5 uM para S. aureus y CMI de 50 uM y MCB >100 uM (Salazar-
Hernandez et al., 2024).

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El aumento en la resistencia a antibidticos por el incremento de bacterias MDR
requiere el desarrollo de nuevos farmacos, con lo que el disefio racional de AMPs mediante
herramientas predictivas y de modelacion in silico se posiciona como una de las posibles
alternativas.

JUSTIFICACION

Los AMPs cortos aislados del veneno de alacranes presentan actividad contra
bacterias MDR, son poco costosos en su sintesis y, debido a que no tienen un sitio especifico
de unidn al actuar en membranas lipidicas, se facilita su utilizacién contra un amplio espectro
de bacterias, y de esta manera se dificulta la aparicion de resistencia especifica.

HIPOTESIS

El disefio racional in silico nos permitira obtener péptidos antimicrobianos derivados
del Uy234 con una mayor actividad antimicrobiana en comparaciéon con las bacterias
evaluadas en estudios anteriores.

Utilizar herramientas bioinformaticas permitira el disefio de variantes optimizadas del
Uy234. El incremento de la rigidez del péptido aumentara el grado de orden en su estructura
tridimensional, lo que favorecera su interaccion con la membrana y se traducird en una mayor
actividad antimicrobiana. Asimismo, un mayor momento hidrofobico facilitara la interaccion
con las regiones lipofilicas de la membrana, y mejorara su eficacia contra Staphylococcus
aureus y Acinetobacter baumannii. Dado que la prolina central favorece la flexion del
péptido, eliminarla disminuira su actividad antibacteriana.
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OBJETIVO GENERAL

Disefiar de manera racional, mediante el empleo de modelado y simulacion in silico,
un conjunto de péptidos derivados del péptido Uy234 con posible actividad antimicrobiana
y caracterizar los mejores candidatos en términos de su actividad contra bacterias MDR. Se
hara énfasis en mejorar el momento hidrofobico y reducir la flexibilidad del péptido.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Obtener variantes del Uy234, mediante mutagénesis sitio-dirigida in silico y analisis
combinatorios, llevando cabo lo descrito en los incisos a-f.
a) Aumentar en un giro de alfa hélice la longitud de la cadena peptidica del
Uy234.
b) Incrementar la carga neta total a pH 7.0 (NCZ, por sus siglas en inglés) a
(+1/43)
c) Aumentar la rigidez de las variantes para estabilizar la helicidad de Uy234 y
favorecer la interaccion con la membrana bacteriana.
d) Incrementar la hidrofobicidad y el momento hidrofébico con respecto al
péptido parental Uy234.
e) Disenar una variante con una carga anidnica para favorecer la interaccion con
PE.
f) Disenar una variante substituyendo la Prolina por Alanina
2. Evaluar la actividad antimicrobiana de estas variantes frente a S. aureus y A.
baumannii.
3. Determinar la actividad hemolitica de cada variante y compararla con la del péptido
silvestre.

MATERIALES Y METODOS

Diseiio racional de variantes del Uy234

Se realizaron bibliotecas in silico de 76 variantes del Uy234 mediante analisis
combinatorios. La seleccion de variantes se llevd a cabo evaluando los pardmetros
fisicoquimicos mas asociados con la actividad antimicrobiana, con el objetivo de predecir el
potencial bioactivo de las secuencias propuestas.

* Hidrofobicidad (H): Se refiere al porcentaje de residuos hidrofobos dentro de un
péptido, que es de aproximadamente el 50% para la mayoria de los péptidos
antimicrobianos. Es una caracteristica esencial para las interacciones AMP-membrana, y
el nivel de hidrofobicidad se correlaciona con su toxicidad en células de mamiferos y la
pérdida de especificidad antimicrobiana. Es una propiedad que mide la tendencia relativa
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de un péptido a preferir un medio no acuoso frente a uno acuoso. Se calcula como el
promedio de las constantes de hidrofobicidad de los aminoacidos que lo componen, de
acuerdo con la escala de Fauchére y Pliska. Esta estimacion, obtenida mediante la
herramienta ~ HeliQuest  (https://heliquest.ipmc.cnrs.fr/cgi-bin/ComputParams.py),
permite inferir la afinidad del péptido para incorporarse diferencialmente entre fases
acuosas y lipidicas (Fauchere & Pliska, 1983).

Momento hidrofébico (uH): Medida de anfipaticidad que describe la capacidad de un
péptido para orientarse respecto al eje perpendicular al plano de una bicapa lipidica. Se
calcula mediante la ecuacion de Eisenberg, la cual considera el promedio de los vectores
hidrofobicos de las cadenas laterales en funcion de la secuencia completa del péptido.
Este pardmetro, estimado con la herramienta HeliQuest, refleja la magnitud de un vector
en el espacio 2D que impulsa al péptido en fase acuosa hacia la membrana, facilitando
asi la adopcion de estructuras secundarias ordenadas (Eisenberg et al., 1982).

Carga neta (NCZ): Corresponde a la suma total de las cargas eléctricas absolutas del
péptido, incluyendo tanto las de las cadenas laterales como las de los grupos terminales,
bajo la suposicion de que el péptido se encuentra en un entorno con pH neutro. Este
pardmetro permite inferir la capacidad del péptido para interactuar con los grupos
ionizados o polarizados presentes en los lipidos de la membrana bacteriana, mediante la
formacion de puentes salinos o interacciones i6n-dipolo.

Angulo 0 de inclinacién: Corresponde al 4ngulo formado entre el eje de la hélice del
péptido y la distancia desde su centro geométrico hasta la superficie de la membrana,
considerando que el plano de la membrana se ubica a 180°. Este pardmetro se determina
utilizando las herramientas del servidor DBAASP
(http://dbaasp.org/tools?page=property-calculation). Este parametro describe la
orientacion idealizada del péptido con respecto al plano la membrana (Vishnepolsky &
Pirtskhalava, 2014).

Flexibilidad intrinseca media (mBf): Corresponde al promedio del factor B
normalizado de los atomos que conforman cada aminoacido, y se utiliza como indicador
del movimiento atomico y, en consecuencia, de la flexibilidad intrinseca de toda
secuencia peptidica. Esta propiedad hace referencia a la libertad conformacional
promedio de las cadenas laterales a lo largo de una secuencia peptidica, y se ha inferido
a partir de datos de cristalografia de rayos X obtenidos a resoluciones muy altas para
multiples proteinas, tanto de membrana como citoplasmaticas. Experimentalmente, la
flexibilidad intrinseca puede medirse mediante técnicas como la dispersion de rayos X o
la RMN. Desde un enfoque bioinformatico, se puede estimar mediante el algoritmo
FlexiProt (https://github.com/DBalleza-Flexiprot/Voltage-Sensor-Domain), una
herramienta que incluye estimaciones de los factores B correspondientes a los 20
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aminodcidos proteinogénicos que pondera los factores B normalizados en funcion de los
dos aminoécidos que se encuentran unidos al residuo de interés. Esta herramienta permite
estimar la flexibilidad de un péptido directamente a partir de su secuencia primaria,
proporcionando informacion sobre su capacidad para adoptar multiples conformaciones
estructurales (Balleza, 2023).

Momento dipolar (p): Pardmetro cuantitativo de la polarizacion de un péptido, el cual
depende de su estructura terciaria. Se determina la contribucion de cada dipolo peptidico
considerando las orientaciones de los grupos amino y carbonilo a lo largo de la cadena
principal del péptido. Se calcula empleando el servidor PDMS (Protein Dipole Moments
Server) (https://dipole.proteopedia.org/) que a su vez utiliza las coordenadas atémicas
depositadas en wun archivo PDB obtenido a través de AlphaFold 2
(https://alphafold.ebi.ac.uk/) o directamente en el PDB (Protein Data Bank). Determina
el grado de ordenamiento del péptido y su posible estabilizacion una vez inserto y
equilibrado con la membrana lipidica (Felder et al., 2007).

Energia electrostatica total (¢): Se refiere a la disposicion espacial de las cargas totales
y parciales del péptido representadas como nubes de potencial eléctrico. Se trata de una
propiedad fisica igual en magnitud a la energia electrostatica entre la distribucion de carga
estatica de un sistema atdmico o molecular que se calcula mediante la ecuacion de
Poisson-Boltzmann, la cual considera la distribucion de cargas de la molécula y las
propiedades dieléctricas del medio circundante. El pardmetro se realizé utilizando el
software APBS (Adaptive Poisson—Boltzmann Solver;
(https://server.poissonboltzmann.org/pdb2pqr), considerando un pH fisioldgico de 7.4 y
empleando el campo de fuerza AMBER en sistemas moleculares simulando un medio

acuoso. Se utiliza un archivo PDB con coordenadas atomicas especificas. Este parametro
permite comprender las interacciones iniciales entre el péptido y la membrana,
particularmente el proceso de adsorcion mediado por la atraccion entre regiones de alto
potencial electrostatico en el péptido y el potencial electrostatico de superficie de la
monocapa externa en una tipica membrana de fosfolipidos (Jurrus et al., 2018).

GRAVY (Grand Average of Hydropathy): Se define como la suma de los valores de
hidropatia de cada residuo, segun la escala de Kyte y Doolittle, dividida entre el nimero
total de aminodcidos en la secuencia. Este indice se utiliza para estimar la anfipaticidad
de un péptido o proteina, y permite inferir su comportamiento en distintos entornos.
Valores positivos del indice GRAVY se asocian con péptidos de mayor afinidad hacia
entornos hidrofobicos u oleosos, mientras que valores negativos reflejan una mayor
solubilidad en medios acuosos. En este sentido, cuanto mas negativo sea el valor de
GRAVY en comparacion con uno positivo, mayor sera el caracter hidrofilico del péptido.
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El valor obtenido fue calculado utilizando el servidor Antimicrobial Peptide Calculator
and Predictor de APD3 (https://aps.unmc.edu/prediction )(Kyte & Doolittle, 1982).

+ Indice de Wimley-White: Este parametro estima el potencial energético de particion de
proteinas y péptidos en la interfaz membrana/agua. Estad basado en una escala de
hidrofobicidad interfacial que incluye la contribucion del enlace peptidico determinada a
partir de la particion de péptidos en interfaces de membranas fosfolipidicas neutras
(zwitteridnicas). Para facilitar su interpretacion, los resultados se multiplican por —1. Los
valores mas negativos indican una mayor afinidad del péptido por permanecer en la
membrana, mientras que los valores mas positivos reflejan una mayor tendencia a
permanecer en fase acuosa. El resultado fue obtenido en Antimicrobial Peptide Calculator
and Predictor de APD3 (Wimley & White, 1996).

Con el objetivo de respaldar el disefo racional, se utilizaron y exploraron dos bases
de datos de péptidos antimicrobianos: APD3 y DBAASP (Feurstein et al., 2022).

Sintesis de péptidos

Todos los péptidos antimicrobianos fueron sintetizados quimicamente por la empresa
ABclonal (Massachusetts, EE. UU.) con amidacioén en el sitio C-terminal y purificados
mediante HPLC con una pureza mayor al 98 %. Las masas moleculares se confirmaron por
espectrometria de masas.

Preparacion de solucion stock de AMPs

Todos los péptidos fueron disueltos siguiendo las recomendaciones del fabricante.
Antes de su reconstitucion, los viales fueron centrifugados brevemente para asegurar que el
material liofilizado se concentrara en el fondo del tubo. Posteriormente, se disolvieron en una
solucion compuesta por 15% de acetonitrilo y 75% de agua tetradestilada, y se
homogeneizaron completamente mediante pipeteo. Las soluciones stock (10 mg/ml) fueron
almacenadas a —20 °C hasta su uso.

Evaluacion de la actividad antimicrobiana de variantes del Uy234

Se llevo a cabo la determinacion la actividad antimicrobiana por ensayos cualitativos
(Ensayos de Difusion Radial) y cuantitativos (CMI y CMB) de las variantes sintetizadas con
el objetivo de evaluar su actividad antimicrobiana contra S. aureus ATCC 25923 y A.
baumannii AE12 (aislado clinico). Ambas cepas fueron proporcionadas por profesores del
Centro de Investigaciones en Ciencias Microbiologicas de la BUAP. Se utilizé el péptido
Uy234, como control para comparar la actividad antibacteriana con las variantes, bajo las
mismas condiciones.
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Ensayos de Difusion Radial

Para la preparacion del indculo, se tomaron 500 uL de un cultivo o.n. (overnight; toda
la noche) realizado en un tubo Falcon de 15 mL con 5 mL de caldo LB, el cual fue transferido
aun tubo Falcon de 50 mL que contenia 25 mL de medio liquido LB. El cultivo fue incubado
hasta alcanzar una densidad optica (D.O) a 625 nm entre 0.08 y 0.12, correspondiente a un
estandar de McFarland de D.O= 0.5 (Andrews, 2006). La absorbancia se midi6 en un
espectrofotometro (METASH V-5100/UV-5100). A continuacidn, se realizé una dilucién
1:10 del cultivo, y se colocaron 5 mL de la diluciéon sobre una placa con 20 mL de medio
solido LB. El cultivo se distribuyé homogéneamente sobre la superficie de la placa, se dejo
reposar durante un minuto y se retird el excedente. Posteriormente, se dejo secar durante 30
minutos con la tapa abierta, en la campana de flujo laminar. Finalmente, se deposit6 una gota
de 10 pL de las siguientes soluciones sobre la superficie de la placa: péptido a evaluar,
antibidtico control, agua tetradestilada y acetonitrilo al 15%. Cada gota fue colocada con una
separacion de 2 cm. Las placas se incubaron a 37 °C durante 16 horas en cédmara de
incubacion (Salazar-Herndndez et al., 2024). Cada experimento fue realizado por triplicado
en al menos dos experimentos independientes.

Determinacion de Concentracion minima inhibitoria por microdilucion en caldo

Se utilizoé la metodologia recomendada por el Instituto de Estandares Clinicos y de
Laboratorio (CLSI, por sus siglas en inglés), con las modificaciones propuestas por Li et al.
(2014) y Salazar-Hernandez et al. (2024) Para la preparacion del indculo, se tomaron 500 pLL
de un cultivo o.n., los cuales fueron inoculados en 5 mL de caldo LB. El cultivo fue incubado
hasta alcanzar una densidad optica de 0.6 a 600 nm (0.D600). La absorbancia se midi6 en
un espectrofotometro (METASH V-5100/UV-5100). Posteriormente, se realiz6 una dilucion
hasta obtener una concentracion final de 5 x 10° UFC/mL. El nimero de unidades formadoras
de colonias (UFC/mL) se estimd mediante el método de goteo en placa, en un andlisis por
triplicado (Mufioz-Rojas et al., 2016). Para el ensayo, se diluy6 cada péptido en medio liquido
LB a una concentracion inicial de 200 pM. Se depositaron 145 puL de la dilucién inicial en
cada pozo de una placa ELISA, y se realizaron diluciones seriadas 1:2 hasta obtener una
concentracion minima de 1.5 uM. A cada pozo se afiadieron 5 pL del in6culo bacteriano
previamente ajustado a 5 x 10° UFC/mL. Se incluyeron los siguientes controles: Control
negativo (-): 90 uL. de LB + 5 pL de indculo bacteriano + 5 pL de antibidtico; Control
positivo (+): 95 pL. de LB + 5 pL de in6culo bacteriano; Control de medio (-): 100 pL de
LB; Control de solvente (+): 15 pL de acetonitrilo + 5 uL de indculo bacteriano + 80 puL de
LB. La absorbancia de cada pozo se midi6 en un lector de placas ELISA (BioTek ELx800
Microplate Reader) antes y después de una incubacion de 16 horas a 180 rpm (Li et al., 2014;
Salazar-Hernéndez et al., 2024). La CMI se defini6 como la concentracion mas baja en la
cual no se detectd un aumento de absorbancia. Cada experimento fue realizado por triplicado
en al menos dos experimentos independientes.
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Determinacion de Concentracion Minima Bactericida

Utilizando las muestras de las placas de ELISA del procedimiento anterior de CMI,
se utilizd un replicador de metal para garantizar una transferencia simultanea de los
microorganismos, los cuales fueron posteriormente inoculados en una placa de medio solido
LB. La CMB se defini6 como la concentracién mas baja a la cual no se observa crecimiento
celular (Cesa-Luna et al., 2019). Cada experimento fue realizado por triplicado en al menos
dos experimentos independientes.

Determinacion de la actividad citotoxica de las variantes del Uy234

La actividad hemolitica de las variantes del péptido Uy234 se evalu6 con base en el
procedimiento descrito por Luna-Ramirez et al. (2013) y Cesa-Luna et al. (2019), con ligeras
modificaciones. Para ello, se utilizaron eritrocitos humanos obtenidos de una donante
femenina sana con tipo de sangre O+. Las muestras fueron recolectadas por venopuncion y
cuantificadas en un hemocitometro (Synlab, México). Los eritrocitos fueron lavados tres
veces con solucidn salina fisiologica (NaCl al 0.9 %) mediante centrifugacion a 3,000 rpm
durante 5 minutos (Luna-Ramirez et al., 2013). En cada lavado, se cuantificé el volumen de
plasma extraido y se reemplaz6 con un volumen equivalente de solucion salina para mantener
la estabilidad osmética y prevenir hemolisis espontanea. Posteriormente, la suspension de
eritrocitos se ajustd a una concentracion final de 4.4 x10° células/mL, siguiendo el protocolo
de Cesa-Luna et al. (2019). Una vez realizado el ajuste, se colocaron 195 uL de la suspension
de eritrocitos en microtubos (Eppendorf) y se agregaron 5 pL de las variantes en las
siguientes concentraciones: 100 uM, 50 uM, 25 uM, 12.5 uM, 6.25 uM y 3.1 uM. Los
microtubos se incubaron durante 1 hora a 37 °C. Se incluyeron los siguientes controles:
Control negativo: 200 pL de la suspension de eritrocitos en solucion salina fisiologica.
Control positivo: 200 pL de la suspension de eritrocitos en SDS al 10% (dodecilsulfato de
sodio, por sus siglas en inglés), correspondiente al 100% de lisis. Tras la incubacion, las
muestras se centrifugaron a 5,000 rpm durante 5 minutos (Cesa-Luna et al., 2019).
Posteriormente, el sobrenadante se transfiri6 a una placa ELISA y se midio la absorbancia a
405 nm en un lector de placas ELISA (BioTek ELx800 Microplate Reader) (Humpola et al.,
2023).

La actividad hemolitica se calcul¢ utilizando la siguiente ecuacion:

A épti —A anc
%Hemélisisz( péptido  “Pblanco )x 100

Acontrol positivo Ablanco

Cada determinacion se realizd por triplicado.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Diseiio de variantes peptidicas derivadas de la secuencia del péptido Uy234

En una serie de etapas numeradas del 1 al 4, se llevo a cabo el disefio de variantes
derivadas del péptido Uy234. La combinatoria se realizéo mediante la siguiente férmula para
ordenaciones con repeticion de m elementos de un conjunto tomadas de n en n, en donde m
indica el nimero de elementos disponibles y n el nimero de posiciones a tomar.

VR mn=m".

Etapa (1): Se generaron variantes del péptido Uy234 mediante la sustitucion de la alanina
en el residuo 14 por un residuo de arginina. Ademas, se incrementd la hidrofobicidad
sustituyendo las leucinas en los residuos 4 y 5, por isoleucina y valina al ser aminoacidos
mas hidrofobicos segtn la escala de Kyte y Doolittle (Kyte & Doolittle, 1982). La féormula
utilizada para calcular el numero total de variantes fue:

(VR3,1-VR31*VRy 1)) — 1 =17

VR3,1 corresponde a L4, la segunda VR3,1 corresponde a L5 y VRa,1 corresponde a
Al4; y se excluye la secuencia del péptido parental (Uy234). Este conjunto de variantes se
nombraron variantes-R, haciendo referencia al residuo de arginina en la posicion 14 del
péptido base. Se eligio este residuo dado que, seglin reportes previos, la arginina, a diferencia
de la lisina, tiene la capacidad de formar multiples puentes de hidrogeno con diversas cabezas
lipidicas a través de su grupo guanidinio (Koller & Lohner, 2014). Por otro lado, es
ampliamente aceptado que el incremento de la hidrofobicidad estd relacionado con un
aumento en la actividad antimicrobiana (Chen et al., 2007). En consecuencia, se realizaron
modificaciones en la cara hidrofobica del péptido con el objetivo de potenciar esta propiedad.
Adicionalmente, se disefi¢é una variante con una mutacion puntual, en la cual se sustituyo la
prolina central por un residuo de alanina, ampliamente reconocido como estabilizador de
cadenas a-helicoidales (Koller & Lohner, 2014).Esta modificacion se realiz6 con base en
estudios previos de simulaciones de dindmica molecular, que han demostrado que dicha
prolina genera un efecto de flexion "bending effect" crucial para la actividad antimicrobiana
del péptido Uy234 (Salazar-Hernandez et al., 2024).

Se generaron 18 variantes, de las cuales se eligio la variante Uy234-A y la variante
Uy234-R7 (Tabla 2). La sustitucion de la prolina central (P9) por alanina provocd un cambio
en el valor estimado del angulo de inclinacion del péptido con respecto al eje perpendicular
al plano de la membrana. Dicho cambio se interpreta como una mayor inclinacion del péptido
respecto a la bicapa lipidica, lo cual podria influir en su actividad antimicrobiana. Otro
cambio notable fue el aumento en la rigidez estructural del péptido. La torsion generada por
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el efecto de flexion conferia una flexibilidad localizada en la estructura del péptido (Salazar-
Hernandez et al., 2024). Al eliminar dicho efecto, se favorecio la formacion de una a-hélice
mas ordenada, lo que resultd en una disminucién de la flexibilidad intrinseca del péptido (de
mBf=1.793 a mBf=1.673).

La primera variable seleccionada para discriminar entre las variantes generadas fue
el momento hidrofébico (uH), dado que un incremento en este parametro se ha asociado con
una mayor capacidad de union e insercion del péptido en la membrana celular (Takechi-
Haraya et al., 2022). Respecto a la secuencia original, las variantes Uy234-R1, R3, R4, RS,
R6, R7, R9, R12 y R13 aumentaron su pH (Tabla 3). Paralelamente, dado que uno de los
objetivos en este trabajo fue aumentar la carga neta, las variantes Uy234-R4, R6 y R12 fueron
descartadas. Una tercera variable fue la flexibilidad intrinseca. Se ha propuesto que esta
propiedad influye significativamente en la actividad de los péptidos antimicrobianos, siendo
los mas rigidos aquellos capaces de generar mayores tensiones sobre la membrana,
provocando defectos en el empaquetamiento lipidico y contribuyendo a su desestabilizacion
(Liu et al., 2013). Bajo este criterio, la variante Uy234-R7 fue seleccionada, al presentar el
menor incremento en flexibilidad (mBf = 1.88) con respecto al péptido original (mBf =
1.793).

Tabla 2. Secuencias obtenidas del primer andlisis combinatorio. En fondo azul se
encuentra la secuencia de Uy234. Las variantes con fondo color amarillo representan a las
variantes elegidas derivadas del andlisis. Los aminoacidos en color rojo indican aquellas

posiciones substituidas.
Uy234-A F P F L 1L S L I A S A I S A I K R IL;
Uy234-R1 F P F 1L L S L I P S A I S R I K R IL;
Uy234-R2 F P F L 1 S L 1 P S A I S A I K R L
Uy234-R3 F P F L I S L I P S A I S R I K R IL;
Uy234-R4 F P F I L S L 1 P S A I S A I K R L
Uy234-R5 F P F I L S L I P S A I S R I K R L
Uy234-R6 F P F I I S L I P S A I N A I K R L
Uy234-R7 F P e I I S L I P S A I S R I K R L
Uy234-R8 F P F L Ay S L I P S A I N A I K R L
Uy234-R9 F P F L v S L I P S A I S R I K R L
Uy234-R10 F P F v L S L I P S A I N A I K R L
Uy234-R11 F P F v L S L I P S A I S R I K R L
Uy234-R12 F P F I v S L 1 P S A I S A I K R L
Uy234-R13 F P F I v S L I P S A I S R I K R IL;
Uy234-R14 F P F v I S L I P S A I S A I K R L
Uy234-R15 F P F v I S L 1 P S A I S R I K R IL;
Uy234-R16 F P F v Vv S L I P S A I S A I K R L
Uy234-R17 F P F v v S 1L I P S A I S R I K R IL;
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Las variantes Uy234-R que mostraron una disminucion en la hidrofobicidad también
presentaron un momento dipolar menor en comparacion con el péptido original Uy234 (Tabla
2), lo que sugiere una reduccion en la polarizacion global de la molécula al incorporar un
residuo catidonico en el extremo C-terminal. Asimismo, todas las variantes Uy234-R
exhibieron un indice WW superior, lo que indica una mayor afinidad por la fase acuosa en
comparacion con la secuencia nativa.

Este comportamiento también se observa en el péptido VmCT1 (H = 0.820), cuyo
indice WW aument6 su energia libre de —3.20 kcal/mol a —2.40 kcal/mol tras la sustitucion
de una glicina por arginina (H = 0.742), a —2.81 kcal/mol cuando se reemplaz6 una
asparagina (H = 0.788) por el mismo residuo, y a —2.52 kcal/mol al sustituir una serina (H =
0.745). Estos cambios reflejan una disminucion en la hidrofobicidad y una mayor afinidad
por el medio acuoso, en concordancia con lo observado en las variantes Uy234-R, donde se
utilizo el mismo residuo en tales sustituciones (Fong-Coronado et al., 2024).

Tabla 3. Caracteristicas fisicoquimicas de las variantes presentadas en la Tabla 2. Las
variantes en color amarillo representan a las variantes elegidas derivadas del analisis. La fila
en negritas contiene los datos de Uy234.

Variante @ (kJ/mal) :sz;:i:)x

Uy234 0.873 0.467 (+1/+2) 84 1.793 162 1.234E4 1.327 -2.00
Uy234-A 0.851 0.480 (+1/+2) 40 1.673 178 1.236 E4 1517 -2.28
Uy234-R1 0.800 0.483 (+1/+3) 83 1.903 139 1.739 E4 0.978 -1.36
Uy234-R2 0.879 0.468 (+1/+2) 82 1.784 161 1.450 E4 1.367 -1.75
Uy234-R3 0.806 0.485 (+1/43) 82 1.893 138 1.542E4 1.017 -1.11
Uy234-R4 0.879 0.473 (+1/+2) 84 1.789 161 1.372E4 1.367 -1.75
Uy234-R5 0.806 0.488 (+1/43) 83 1.898 138 1.363 E4 1.017 -1.11
Uy234-R6 0.884 0.473 (+1/+2) 82 1.780 163 1.209 E4 1.405 -1.50
Uy234-R7 0.811 0.489 (+1/+3) 82 1.888 127 1.168 E4 1.055 -0.86
Uy234-R8 0.847 0.464 (+1/+2) 65 1.787 163 1.170 E4 1.350 -1.37
Uy234-R9 0.773 0.476 (+1/+3) 71 1.897 120 1.396 E4 1.000 -0.17
Uy234-R10 0.847 0.442 (+1/+2) 78 1.796 159 1.271 E4 1.350 -1.37
Uy234-R11 0.773 0.459 (+1/43) 77 1.907 125 1.499 E4 1.000 -0.73
Uy234-R12 0.852 0.470 (+1/+2) 65 1.783 158 1.215E4 1.389 -1.12
Uy234-R13 0.779 0.481 (+1/+3) 71 1.892 137 1.379E4 1.039 -0.48
Uy234-R14 0.852 0.443 (+1/+2) 71 1.787 158 1.273 E4 1.389 -1.12
Uy234-R15 0.779 0.461 (+1/4+3) 76 1.896 124 1.710 E4 1.039 -0.48
Uy234-R16 0.820 0.439 (+1/+2) 65 1.791 158 1.081 E4 1372 -1.17
Uy234-R17 0.747 0.452 (+1/+3) 70 1.900 136 1.246 E4 1.022 -0.53
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El aumento de tamafio incremento la flexibilidad en la mayoria de las variantes

Etapa (2): Con el proposito de incrementar la actividad membranolitica del péptido contra
bacterias Gram negativas, se disenaron péptidos con incremento en un giro de o-hélice en el
extremo C-terminal. Esta decision se fundamenta en estudios previos que reportan que los
péptidos de mayor longitud (21-28 aminodcidos) presentan una mejor actividad
antibacteriana, ya que son capaces de atravesar completamente el ntcleo hidrofébico de la
membrana (Grau-Campistany et al., 2015); aunque también existen reportes de péptidos
cortos muy activos contra diferentes bacterias patdogenas (Fong-Coronado et al., 2024). La
adicion se realizo especificamente en el extremo C-terminal, dado que la secuencia Phe-Pro-
Phe se encuentra ligeramente mas conservada en otros péptidos de caracteristicas similares,
segin un alineamiento (Figura 7) realizado utilizando la base de datos APD3. La
combinatoria se realizO mediante la siguiente férmula para ordenaciones sin repeticion
de m elementos de un conjunto tomadas de n en n:

n!

Var = (n—r)!

En la féormula, V,, - indica el niimero de variaciones, nrepresenta el nimero total de
elementos disponibles, rcorresponde al nimero de elementos que se van a escoger, y
n! denota el factorial de n, es decir, el producto de todos los nimeros enteros desde 1 hasta
n.

Para evitar una disminucidon considerable en la hidrofobicidad del péptido, se
incorpord un residuo de isoleucina, el aminodcido mas hidrofébico de acuerdo con la escala
de Kyte y Doolittle (Kyte & Doolittle, 1982). Considerando que el extremo C-terminal
presenta alta frecuencia de residuos polares, se selecciond un aminoéacido con caracteristicas
similares. Debido a que los péptidos cortos derivados de veneno de alacran, como el Uy234,
no contienen enlaces disulfuro, se descarté la inclusion de residuos de cisteina (Fong-
Coronado et al., 2024). En su lugar, se evaluaron combinaciones con serina, treonina,
asparagina y glutamina (Tabla 4). Finalmente, se aument6 la carga neta del péptido mediante
la adicidon de un residuo de arginina, en concordancia con los argumentos previamente
expuestos. De esta manera, la formula utilizada para calcular el nimero total de variantes
fue:

4
(5) Vias = 24

Correspondiendo a la fraccion, el numerador (4) representa los cuatro grupos distintos
de aminoacidos considerados: IRS, IRT, IRN e IRQ, mientras que el denominador (1) indica
que se selecciono un solo grupo a la vez para realizar las permutaciones. La expresion Vg3 3
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indica que, de un total de tres aminoécidos diferentes en cada grupo, se tomaron los tres y se
permutaron entre si en todas las posiciones posibles, sin repeticion. El célculo se expresa
mediante el uso de nimeros factoriales. El factorial de un nimero entero positivo n, denotado
como n! representa el producto de todos los enteros positivos desde 1 hasta n.

Uy234 FPF-LLSLIPSAISAIKRL----
Lausporin-2 FPF-LLSLIPSAISALKKL- - - -
VpAmpl.0 LPFFLLSLIPSAISAIKKI- - - -
AamAP2 F---LFSLIPSAISGLISAF---
AaeAP2 F---LFSLIPSAIAGLVSAIRN-
Im6 ----FF-FLPSLIGGLVSAI-K-
MeuFSPL-2 F---LFSLIPSAISGLINAF-K-
Imcroporin ----FFSLLPSLIGGLVSAI-K-
Phylloseptin-02 - - --FLSLIPHAINAVSAIAKHS
Pepcon F---LFSLIPSAIGGLISAF-K-
cons HHEH

Figura 7. Alinecamiento de la secuencia del péptido Uy234 con péptidos similares reportados en APD3. El
alineamiento fue realizado en T-COFFEE, Version 11.00. Morado o verde= mal alineamiento; Amarillo=
promedio y Rosa: buen alineamiento.

De manera similar al criterio aplicado en el disefio de Uy234-R7, se seleccionaron
aquellas variantes que presentaron un incremento en su momento hidrofébico,
identificandose las variantes Uy234-IR1, IR2, IR7, IRS8, IR9, IR10, IR11 e IR12 (Tabla 5).
Dado que todas estas variantes conservan la misma carga neta, dicho parametro fue
descartado como criterio de seleccion, y se procedio a evaluar los valores de flexibilidad
intrinseca. En este analisis, las variantes Uy234-IR9 y Uy234-IR11 fueron las tinicas que
mostraron un aumento en su rigidez (Tabla 5); sin embargo, se seleccion6 Uy234-IR9 debido
a su momento hidrofébico superior. Ademas, se observo un incremento en el momento
dipolar, lo que sugiere un mayor grado de ordenamiento en Uy234-IR9 en comparacion con
Uy234-IR11. La secuencia FPFLLSLIPSAISAIKRLIRT fue empleada como plantilla para
el disefio de dos variantes adicionales.
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Tabla 4. Secuencias obtenidas del segundo andlisis combinatorio. En azul se encuentra
la secuencia de Uy234. La variante en color amarillo representa a la variante elegida derivada
del analisis. Los aminoacidos en color rojo indican aquellas posiciones substituidas.

Variante
Uy234-IR1 F P F L L S L I P S A I S A I K R L 1 R S
Uy234-IR2 F P F L L S L I P S A I S A I K R L I S R
Uy234-IR3 F P F L L S L I P S A I S I K R L R I S
Uy234-IR4 F P F L L S L I P S A I S A I K R L R S I
Uy234-IR5 F P F L L S L I P S A I S A I K R L S I R
Uy234-IR6 F P F Ik, ik, S L, I P S A 1 S A I K R ik, S R I
Uy234-IR7 F P F L L S L I P S A I S A I K R L 1 R Q
Uy234-IR8 F P F L L S L I P S A I S A I K R L I R N
Uy234-IR9 F P F L iL S L I P S A I S| A I K R iL I R T
Uy234-1R10 F P F IL, iL, S iL, I P S A I S A I K R iL, 1 Q R
Uy234-IR11 F P F L L S L I P S A I S A I K R L 1 T R
Uy234-1R12 F P F L L S L I P S A I S A I K R L 1 N R
Uy234-1R13 F P F L L S L I P S A I S A I K R L R I Q
Uy234-IR14 F P F L, L S L I P S A I S A I K R L R I N
Uy234-1R15 F P F L L S L I P S A I S A I K R L R I T
Uy234-1R16 F P F IL, L S L I P S A I S A I K R L R Q I
Uy234-IR17 F P F L L S L I P S A I S A I K R L R N I
Uy234-IR18 F P F L, iL, S iL, I P S A I S A I K R ik, R T 1
Uy234-1R19 F P F L L S L I P S A I S A I K R L Q I R
Uy234-IR20 F P F IL, L S 1L, I P S A I S A I K R L N I R
Uy234-IR21 F P F L L S L I P S A I S A I K R L T I R
Uy234-IR22 F P F IL, iL, S L I P S A I S A I K R iL, Q R I
Uy234-1R23 F P F L L S L I P S A I S A I K R L N R 1
Uy234-IR24 F P F L L S L I P S A I S A I K R L T R I
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Tabla 5. Caracteristicas fisicoquimicas de las variantes presentadas en la Tabla 4. La
variante resaltada en color amarillo representa a la variante elegida para sintesis, derivada del
analisis de sus propiedades fisicoquimicas.

Variante H ;i NCZ 0 mBf ) @ (kJ/maol) GRAVY V(szva'l'/'l:':;

Uy234 0.873 0.467 (+1/42) 84 1.793 162 1234 E4 1327 -2.00
Uy234-IR1 0.784 0.504 @1/43) 84 1811 175 1.840 E4 1.10 -137
Uy234-IR2 0.784 0.498 (+1/43) 83 1.798 163 1.552 E4 1.10 137
Uy234-IR3 0.784 0299 +1/43) 79 1.806 176 1633 E4 1.10 137
Uy234-IR4 0784 0344 (+1/43) 84 1841 164 1.503 E4 1.10 -137
Uy234-IRS 0.784 0366 #+1/43) 36 1.805 173 1174 E4 1.10 -137
Uy234-IR6 0.784 0411 +1/43) 87 1841 168 1813 E4 110 137
Uy234-IR7 0776 0.508 (+1/43) 85 1822 169 1918 E4 0971 092
Uy234-IR8 0758 0518 (+1/43) 83 1818 171 1633 E4 0971 -1.08
Uy234-IR9 0.799 0497 @1/43) 85 1.786 175 1.609 E4 1.104 -136
Uy234-IR10 0.776 0.504 (+1/43) 84 1.805 166 1.660 E4 0971 092
Uy234-IR11 0.799 0.489 (+1/43) 83 1.783 163 2.045E4 1.104 -136
Uy234-IR12 0758 0516 (+1/43) 84 1.800 162 2076 E4 0971 -1.08
Uy234-IR13 0.776 0304 (+1/43) 78 1.813 171 1.628 E4 0971 092
Uy234-IR14 0.758 0314 +1/43) 77 1.808 179 1.648 E4 0971 -1.08
Uy234-IR15 0.799 0292 (+1/43) 82 1.791 174 1.505 E4 1.104 136
Uy234-IR16 0776 0352 (+1/43) 83 1.850 169 1.500 E4 0971 092
Uy234-IR17 0758 0369 +1/43) 82 1.844 168 1.564 E4 0971 -1.08
Uy234-IR18 0.799 0331 (+1/43) 85 1.826 160 1.534E4 1.104 -136
Uy234-IR19 0.776 0359 (+1/43) 80 1.817 174 1.605 E4 0971 092
Uy234-IR20 0758 0343 (+1/43) 82 1815 168 1.786 E4 0971 -1.08
Uy234-IR21 0.799 0379 @1/43) 87 1.795 177 1935 E4 1.104 -136
Uy234-IR22 0.776 0.407 +1/43) 85 1.850 173 1464 E4 0971 092
Uy234-IR23 0758 0397 (+1/43) 82 1844 177 1597 E4 0971 -1.08
Uy234-IR24 0.799 0419 (+1/43) 38 1813 144 1.540 E4 1.104 -136

Todas las variantes incrementaron su potencial electrostatico, lo cual puede ser
atribuido a la distribucion de las cargas derivado del incremento de tamafo, mas que al
incremento de la carga neta; esto en comparacion con las variantes Uy234-R (Tabla 3), las
cuales no incrementaron este pardmetro. Similar a lo observado en las variantes Uy234-R, la
disminucién en la hidrofobicidad se tradujo en un incremento del indice de WW. Este
comportamiento se correlaciona a su vez con una disminucién del valor GRAVY, lo cual
indica una mayor solubilidad en medio acuoso en comparaciéon con el péptido original
Uy234.
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Figura 8. Flexibilidad intrinseca de las variantes -IR. La barra en color azul representa al Uy234. Las
barras en color naranja representan a las variantes con Serina. Las barras en color rojo representan a las variantes
con Glutamina. Las barras en color magenta representan a las variantes con Asparagina. Las barras en color
verde representan a las variantes con Treonina. El programa GraphPad Prism version 10.0 para Mac fue
utilizado para realizar los graficos.

La adicion de Triptofano elevo el momento hidrofébico y la rigidez de las variantes

El triptéfano juega un papel clave en el disefio de AMPs debido a su notable capacidad
para facilitar la adhesion de cadenas polipeptidicas en membranas biologicas, lo que potencia
su actividad antimicrobiana (Feurstein et al., 2022; Kowalska-Baron et al., 2015). Esta
propiedad se atribuye a la estructura particular de su grupo indol, el cual tiende a orientarse
en la interfaz de la bicapa lipidica (Figura 9). La ubicacion interfacial de la cadena lateral del
triptofano puede explicarse por diversos factores, entre ellos el efecto hidrofobico que
favorece su insercion en la membrana, las interacciones cation-m con grupos polares como la
colina de la PC o los grupos -OH del PG, y las interacciones electrostaticas entre el dipolo
del indol y el campo eléctrico de la bicapa (Norman & Nymeyer, 2006; Kumar et al., 2018).
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Figura 9. Representacion de las interacciones del Triptéfano con membranas modelo de lipidos
zwiterionnicos. (DPPC, Dipalmitoilfosfatidilcolina) (DPPG, Dipalmitoilfosfatidilglicerol) (Figura tomada de
Guglielmelli et al., 2023)

Etapa (3): Con el objetivo de identificar las posiciones Optimas para incorporar un residuo
de triptofano se sustituy6 la alanina central (A12) (Tabla 7). Considerando el caracter
anfipatico del triptéfano, este se posiciond estratégicamente en la region central de la
secuencia, en la zona de transicion entre las caras hidrofébica e hidrofilica del péptido.
Adicionalmente, se llevaron a cabo modificaciones en la cara hidrofobica, siguiendo un
enfoque similar al aplicado en el primer analisis combinatorio. La formula utilizada para
calcular el nimero total de variantes fue:

(VR3,1 : VR3,1 : VR2,1) =18
VR3,1 corresponde a L4, la segunda VR3 1 corresponde a LS y VR2 1 corresponde a A12.

Las variantes con valina presentaron un menor momento dipolar comparando con las
variantes con isoleucina y/o leucina, lo que se traduce como un mayor ordenamiento del
péptido con esta combinacion de aminoacidos (Tabla 7). La eleccion de estos corresponde al
argumento de la hidrofobicidad, explicado anteriormente. La adicion de triptoéfano en la
region central de la secuencia increment6 el momento hidrofobico de las variantes generadas
y aument6 su rigidez (Tabla 7), un resultado previsible dada la estructura rigida del grupo
indol, con limitados grados de libertad conformacional(Feurstein et al., 2022; Kowalska-
Baron et al., 2015 (Feurstein et al., 2022; Kowalska-Baron et al., 2015).De igual forma, las
variantes sin Triptoéfano presentaron una mayor energia libre asociada a la particion en
interfaces, representada por el indice de WW, lo que confirma lo argumentado anteriormente.
La variante Uy234-RT8 presentd el mayor incremento tanto en su momento hidrofébico
como en su rigidez, por lo que fue seleccionada para su posterior sintesis. Igualmente, esta
variante fue la que present6 un mayor valor de hidrofobicidad (H = 0.900).

Comparativamente, el péptido VpCT3 también presentd un aumento del momento
hidrofébico (de 0.75 a 0.76), un aumento en el indice WW (de —1.69 kcal/mol a —3.23
kcal/mol) y un incremento en la rigidez (de 1.84 a 1.82 mBf) tras la sustitucion de una
isoleucina por un triptdfano en la region central de la secuencia (Fong-Coronado et al., 2024).
Este patron coincide con lo observado en las variantes Uy234-RT, lo que refuerza la relacion
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entre substituciones puntuales en residuos hidrofobicos y los cambios en propiedades
fisicoquimicas clave.

Tabla 6. Secuencias obtenidas del tercer analisis combinatorio. En azul se encuentra la
secuencia de Uy234. La variante resaltada en amarillo representa a la variante elegida
derivada del andlisis. Los aminoacidos en color rojo indican aquellas posiciones substituidas.
La variante Uy234-IR9, listada en la Tabla 3, se representa aqui como Uy234-RT1.

Variante
Uy234-RT1 F P F L L S L I P S A I S A I K R L I R T
Uy234-RT2 F P F IL, L S IL, I P S w I S A I K R L I R T
Uy234-RT3 F P F L I S L I P S A I S A I K R L I R T
Uy234-RT4 F P E L I S L I P S W I S A I K R L I R T
Uy234-RT5 F P F 1 L S L I P S A I S A I K R L I R T
Uy234-RT6 F P F 1 L, S IL, I P S w I S A I K R L I R T
Uy234-RT7 F P F I I S L I P S A I S A I K R L I R T
Uy234-RT8 F P F I I S IL, I P S w I S A I K R b I R T
Uy234-RT9 F P F L v S L I P S A I S A I K R L I R T
Uy234-RT10 F I F IL, v S L, I P S W I S A I K R L, I R T
Uy234-RT11 F P F Ay L S L I P S A I S A I K R L I R T
Uy234-RT12 F P F Vv L S IL, I P S w I S A I K R L I R T
Uy234-RT13 F P F 1 v S L I P S A I S A I K R L I R T
Uy234-RT14 F P F 1 v S IL, I P S w I S A I K R L I R T
Uy234-RT15 F P F Ay I S L I P S A I S A I K R L I R T
Uy234-RT16 F P F Ay I S ib, I P S w I S A I K R 0 I R T
Uy234-RT17 F P F v v S L I P S A I S A I K R L I R T
Uy234-RT18 F I F v v S IL, I v S W I S A I K R L I R T
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Tabla 7. Caracteristicas fisicoquimicas de las variantes presentadas en la Tabla 6. La
variante resaltada en amarillo representa a la variante elegida para sintesis quimica, derivada
del andlisis. La fila en negritas contiene los datos de Uy234. La variante Uy234-1R9, listada
en la Tabla 3, se representa aqui como Uy234-RT]1.

Variante @ (kJ/mol) ng"f.ien’

Uy234 0.873 0.467 (+1/42) 84 1.793 162 1234 E4 1327 -2.00
Uy234-RT1 0.799 0497 (+1/43) 85 1.786 175 1.609 E4 1104 136
Uy234-RT2 0.891 0571 (+143) 87 1.765 174 1.506 E4 1.065 351
Uy234-RT3 0.803 0497 (+1/43) 84 1.779 174 1525 E4 1138 111
Uy234-RT4 0.896 0571 (+1/43) 83 1.757 173 1847 E4 1.009 313
Uy234-RTS 0.803 0501 +1/43) 85 1.783 174 1417E4 1138 111
Uy234-RT6 0.896 0575 (+1/43) 87 1.761 173 1408 E4 1.009 313
Uy234-RT7 0.808 0502 +143) 84 1775 184 1346 E4 1171 0.86
Uy234-RTS 0.900 0576 (+1/43) 83 1754 170 1.790 E4 1.042 288
Uy234-RT9 0.776 0493 +143) 78 1.782 171 1893 E4 1123 0.73
Uy234-RT10 0.868 0570 (+1/43) 82 1.760 164 1899 E4 0995 275
Uy234-RT11 0.776 0475 (+1/43) 83 1.789 171 1652 E4 1123 073
Uy234-RT12 0.868 0.549 +143) 22 1.767 168 1490 E4 0.995 275
Uy234-RT13 0.780 0498 (+1/43) 78 1778 166 1.501 E4 1157 048
Uy234-RT14 0873 0574 (+143) 82 1.757 162 1.645E4 1.028 2250
Uy234-RT15 0.780 0476 (+1/43) 79 1.782 159 1655 E4 1157 048
Uy234-RT16 0873 0.549 +143) 82 1.760 166 1.687E4 1.028 2250
Uy234-RT17 0753 0471 +1/43) 73 1.785 166 1.506 E4 1142 -0.09
Uy234-RT18 0845 0547 (+143) 80 1763 165 1.657E4 1014 212
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Figura 10. Flexibilidad intrinseca contra momento hidrofobico de las variantes -RT. La variante en color
azul representa al Uy234. Las variantes en color verde representan a las variantes sin Triptofano. Las variantes
en color rojo representan a las variantes con Triptéfano. GraphPad Prism version 10.0 para Mac fue utilizado

para realizar los graficos.

El Acido aspartico aument6 el momento dipolar de las variantes

Acinetobacter baumannii posee gran relevancia clinica como patégeno oportunista, ya
que se trata de un patogeno responsable de infecciones intrahospitalarias y se caracteriza por
poseer multiples mecanismos de resistencia ante muchos antibidticos (Chang-Ro et al.,
2017). Las membranas de A. baumannii son abundantes en PE, un lipido zwitteridnico
(Lopalco et al., 2017; Kamischke et al., 2019). Comprender la fisiologia de membranas ricas
en este tipo de lipidos resulta crucial para el disefio racional de AMPs. A diferencia del
fosfatidilglicerol (PG), que tiende a formar bicapas lamelares planas a temperatura ambiente
debido a su conformacion cilindrica y grado de saturacion, la fosfatidiletanolamina (PE)
adopta una conformacién conica que favorece la induccion de curvaturas negativas en la
membrana. Esta curvatura genera segregacion lateral de lipidos y promueve un alto grado
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de desorden estructural, lo cual incrementa la susceptibilidad de la membrana a la accion de
AMPs (Koller & Lohner, 2014)

Se disefio una nueva variante del péptido Uy234 a partir del molde Uy234-IR9, en la
cual se sustituyd una treonina por un residuo de acido aspartico (Tabla 8). Esta modificacion
busca favorecer la formacion de interacciones electrostaticas, como puentes salinos, con
lipidos basados en PE. Las otras combinaciones en este tercer analisis combinatorio fueron
realizadas de la misma forma que en el analisis anterior. Dado que todas las variantes Uy234-
DR presentaron un incremento en su momento hidrofobico (Tabla 9), se utiliz6 la flexibilidad
intrinseca como criterio adicional de seleccion. Bajo este enfoque, Uy234-DRS8 fue
identificada como la variante Uy234-DR mads rigida. Ademas, esta variante present6 el mayor
momento hidrofébico dentro del grupo Uy234-DR, reforzando la decision de elegirla para su
sintesis. La formula utilizada para calcular el numero total de variantes en este grupo de
péptidos fue:

(VR3,1 'VR3,1 'VRZ,l) =18

VR3,1 corresponde a L4, 1a segunda VR3; corresponde a L5y VR»,1 corresponde a A12.

La adicién de &cido aspartico incrementd sustancialmente el momento dipolar del
Uy234 (Tabla 9). Este efecto puede atribuirse a la presencia del grupo carboxilo del Asp,
posicionado en proximidad a los grupos amino cargados positivamente de los residuos de
arginina y lisina. Esta disposicion podria favorecer una mayor separacion espacial de cargas
opuestas, lo que a su vez contribuye al aumento del dipolo del péptido. Similar a lo observado
con las variantes RT, las variantes DR con triptofano muestran relacion en el increment6 del
momento hidrofébico con el aumento de la rigidez intrinseca (Figura 11).

Al comparar todas las variantes, tanto Uy234-A como Uy234-RT8 muestran la
energia libre de transferencia mas negativa hacia la fase lipidica (Tabla 9) en comparacion
con el péptido original Uy234. Sin embargo, solo la variante sin prolina presenta una mayor
afinidad por la membrana, segin los valores de GRAVY. En cuanto a la flexibilidad, todas
las variantes resultaron ser mas rigidas, a excepcion de Uy234-R7, la cual también es la inica
que experiment6 una disminucidon en su momento dipolar. Segun la teoria que sustenta este
trabajo, esta variante seria la que presentaria una menor actividad, solo superada por Uy234-
A, a menos que la carga neta desempeinie un papel mas determinante. La comprobacion o
rechazo de esta hipotesis serd evaluada en etapas posteriores del presente estudio.

38




Tabla 8. Secuencias obtenidas del cuarto andlisis combinatorio. En azul se encuentra la
secuencia de Uy234. La variante en color amarillo representa a la variante elegida derivada
del andlisis. Los aminodcidos en color rojo indican aquellas posiciones substituidas.

Uy234-DR1 F P F L L S L I P S A I S A I K R L I D R
Uy234-DR2 F P F L L S L I P S w I S A I K R L I D R
Uy234-DR3 F P F L I S L I P S A I S A I K R L I D R
Uy234-DR4 F P F L I S L I P S w I S A I K R L I D R
Uy234-DR5 F P F I L S L I P S A I S A I K R L I D R
Uy234-DR6 F P F I L S L I P S w I S A I K R L I D R
Uy234-DR7 F P F I I S L I P S A I S A I K R L I D R
Uy234-DR8 F P F I I S L I P S w I S A I K R L I D R
Uy234-DR9 F P F L v S L I P N A I N A I K R L I D R
Uy234-DR10 F P F L v S L I P S w I S A I K R L I D R
Uy234-DR11 F P F v L S L I P S A I S A I K R L I D R
Uy234-DR12 F P F v L S L I P S w I S A I K R L I D R
Uy234-DR13 F P F I v S L I P S A I N A I K R L I D R
Uy234-DR14 H P F I v S L I P S w I S A I K R L I D R
Uy234-DR15 F P F v I S L I P S A I S A I K R L I D R
Uy234-DR16 F P F v I S L I P S w I N A I K R L I D R
Uy234-DR17 F P F v v S L I P S A I S A I K R L I D R
Uy234-DR18 F P F v v S L I P S w I S A I K R L I D R
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Tabla 9. Caracteristicas fisicoquimicas de las variantes presentadas en la Tabla 8. La
variante en color amarillo representa a la variante elegida para sintesis quimica, derivada del
analisis. La fila en negritas contiene los datos de Uy234.

Variante WA
(kcal/mol)

Uy234 0.873 0.467 (+1/+2) 84 1.793 162 1.234E4 1.327 -2.00
Uy234-DR1 0.750 0.521 (+1/42) 81 1.818 208 1.766 E4 0.971 -0.27
Uy234-DR2 0.842 0.589 (+1/+2) 81 1.795 197 1510 E4 0.842 -2.29
Uy234-DR3 0.754 0.523 (+1/42) 77 1.810 196 1.660 E4 1.004 -0.01
Uy234-DR4 0.847 0.590 (+1/+2) 81 1.788 199 1.770 E4 0876 -2.04
Uy234-DR5 0.754 0.526 (+1/42) 81 1.814 203 1.627E4 1.004 -0.01
Uy234-DR6 0.847 0.593 (+1/42) 81 1.792 197 1478 E4 0876 -2.04
Uy234-DR7 0.759 0.527 (+1/42) 77 1.806 195 1.566 E4 1.038 023
Uy234-DR8 0.851 0.594 +1/42) 81 1.784 192 1.597 E4 0.909 -1.79
Uy234-DR9 0.727 0.515 +1/42) 71 1.813 206 1.642E4 0.990 0.36
Uy234-DR10 0.819 0.585 +1/+2) 75 1.791 197 1.893 E4 0.861 -1.66
Uy234-DRI11 0.727 0.501 (+1/+2) 76 1.821 206 1477 E4 0.990 0.36
Uy234-DR12 0.819 0.567 +1/+2) 76 1.798 204 1.443E4 0.861 -1.66
Uy234-DR13 0.704 0.495 (+1/+2) ! 1.816 207 1833 E4 1.023 0.61
Uy234-DR14 0.796 0.564 (+1/+2) 75 1.793 195 1.500 E4 0.895 -1.41
Uy234-DR15 0.731 0.520 (+1/+2) 76 1.809 195 1458 E4 1.023 061
Uy234-DR16 0.824 0.590 (+1/+2) 76 1.787 201 1.696 E4 0.895 -1.41
Uy234-DR17 0.731 0.502 (+1/+2) 70 1.813 202 1.747E4 1.009 0.99
Uy234-DR18 0.824 0.568 (+1/+2) 74 1.790 197 1.876 E4 0.880 -1.03
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Figura 11. Flexibilidad intrinseca (mBf) contra momento hidrofébico (uH) de las variantes -DR

1.82 1.83

representadas con esferas de color y nombre. La variante en esfera color azul representa al Uy234. Las variantes
en color verde representan a las variantes sin Triptofano. Las variantes en color rojo representan a las variantes
con Triptéfano. Se utilizo el programa GraphPad Prism version 10.0 para Mac para realizar los graficos.
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Figura 12. Momento dipolar, u(D) de las variantes -DR. La barra en color azul representa al peptido

Uy234. Las barras en color naranja representan a las variantes-DR. GraphPad Prism version 10.0 para Mac fue
utilizado para realizar los graficos.

Tabla 10. Caracteristicas fisicoquimicas de todas las variantes seleccionadas. Las

variantes se encuentran en fondo amarillo. La fila en negritas y fondo blanco contiene los
datos de Uy234.

Narsente H uH NCZ 00) mBf @) @ (kJ/mol) GRAVY m’;‘?‘;
U234 0.873 0.467 (+1/42) 84 1.793 162 1234 E4 1327 2,00
Uy234-A 0.851 0.480 +1/42) 40 1673 178 1236 E4 1517 228
Uy234R7 0811 0.489 (+1/43) 8 1.888 127 1168 E4 1055 -0.86
Uy234-RT8 0.900 0576 +1/43) 83 1754 170 1790 E4 1042 2388
Uy234-DR8 0.851 0.594 +1/2) 81 1784 192 1.597 E4 0.909 179

La eliminacion de la prolina central suprime la actividad antimicrobiana
La CMI permiti6 obtener resultados mas concluyentes sobre la actividad antimicrobiana de
las variantes del Uy234. Staphylococcus aureus ATCC 25923 mostr6 una mayor
susceptibilidad frente al Uy234 en comparacion con sus variantes (Tabla 11). La actividad
previamente reportada para Uy234 contra S. aureus es de 6.25 pM (Salazar-Hernandez et al.,
2024), valor que coincide con lo observado en este estudio. Un hallazgo relevante es que la
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sustitucion de la prolina central, por una alanina, aboli6 la actividad antimicrobiana, lo que
demuestra que su presencia es esencial para dicha actividad. La prolina ha sido descrita como
un aminoécido que induce torsiones en la a -hélice, actuando como un residuo disruptor de
hélices que contribuye con la reconfiguracion de la estructura secundaria del péptido (Bera
et al., 2015; Balleza, 2025). Este efecto también se observo en los modelos estructurales del
Uy234 (Salazar-Hernandez et al., 2024). En términos de relacion estructura-actividad, se ha
reportado previamente que la sustitucion de la prolina central en la Gaegurina, un AMP
aislado de la piel de la rana rugosa coreana, provocd una disminucion en su actividad
antimicrobiana (Suh et al., 1999), lo que apoya lo observado en el presente estudio.

Tabla 11. Concentracion Minima Inhibitoria y Concentracion Minima Bactericida del
péptido Uy234 y sus variantes.

Bacteria (CMI) + desviacién estandar (uM) (CMB) + desviacion estandar pM |
Uy234 6.25+3.77 6.25+1.28
Uy234-A > 100 > 100
5 “2”5”9%‘; ATCC | Uy234-R7 : 25+0 50 + 28.86
Uy234-RT8 50+ 38.18 100 + 28.18
Uy234-DRS | 50+ 28.86 100+ 0

Uy234-R7 mostrd la mayor actividad antimicrobiana entre las variantes analizadas,
siendo la Unica que no presentaba un giro adicional de hélice en su extremo C-terminal, a
diferencia de Uy234-RT8 y Uy234-DRS. Esto indica que el alargamiento de secuencia
realizado no favorecio la actividad. En la Figura 13 se observa con mayor claridad la relacion
entre la actividad de Uy234-R7 y la concentracion, donde la OD600 resulta inversamente
proporcional al incremento en la concentracion del péptido. Como se muestra en la Figura
14, Uy234-R7 es la variante con mayor actividad bactericida, lo que correlaciona con su
buena actividad antimicrobiana. La disminucion observada en la actividad respecto al Uy234
podria atribuirse a un aumento en la rigidez estructural, entre otros factores que deberan
analizarse con mayor profundidad. Ademas, serd util complementar estos futuros resultados
con estudios de modelado estructural y simulaciones de dindmica molecular para establecer
conclusiones mas sdlidas.
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Figura 13. Actividad antimicrobiana del péptido Uy234-R7. Densidad optica del crecimiento bacteriano
de S. aureus ATCC 25923 a las 16 horas de cultivo y en presencia de distintas concentraciones del péptido
Uy234-R7. GraphPad Prism version 10.0 para Mac fue utilizado para realizar los graficos.

Figura 14. Actividad bactericida de A) Uy234-R7; B) Uy234-RTS; C) Uy234-DRS contra S. aureus
ATCC 25923. El ensayo fue realizado por triplicado, a distintas concentraciones de cada péptido: 1) 200 uM;
2) 100 uM; 3) 50 uM; 4) 25 uM; 5) 12.5 uM; 6) 6.25 uM; 7) 3.12 uM; 8) 1.56 uM. Las concentraciones en
las que se observo crecimiento bacteriano indican que el péptido no ejercio actividad bactericida frente a la
bacteria S. aureus.
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Uy234-DRS8 posee actividad antimicrobiana contra A. baumannii AE12

La variante Uy234-DR8 present6 actividad antimicrobiana en los ensayos de difusion directa
en agar contra A. baumannii AE12 (Figura 14), en contraste con el resultado reportado en un
trabajo previo, en el cual el péptido Uy234 no mostr6 actividad antimicrobiana contra A.
baumannii en agar LB, incluso a concentraciones mas altas (503.67 uM) (Salazar-Hernandez
et al., 2024), sin embargo, en dicho reporte se utiliz6 un método distinto de evaluacion:
difusion en pozo. Por lo anterior, posteriormente, el péptido Uy234 fue evaluado en un
ensayo de difusion directa, presentando actividad antimicrobiana contra 4. baumannii AE12,
pero no mayor que la que ejerce la variante Uy234-DRS. Este primer ensayo de actividad
antimicrobiana nos permite concluir que las modificaciones realizadas generaron un efecto
antimicrobiano en A. baumannii utilizando la variante Uy234-DR8. La cuantificacion de la
actividad antimicrobiana sera evaluada en otro estudio.

Figura 15. Actividad antimicrobiana del péptido Uy234-DRS contra A. baumannii AE12, mediante el
ensayo de difusion en agar., 1) control positivo: amikacina 30 ug/mL; 2) péptido Uy234-DRS (317.13 pM);
3) control negativo: agua tetradestilada; 4) control negativo: acetonitrilo 15%.
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Las variantes de Uy234 presentan baja actividad hemolitica

El disefio de péptidos antimicrobianos con potencial uso en humanos implica el que posean
una excelente actividad antimicrobiana pero una baja toxicidad a celulas humanas, por lo
cual una actividad que se evalua es la actividad hemolitica de los péptidos optimizados. Para
lo cual se utilizaron eritrocitos de un donador sano de sangre tipo O Rh negativo con un
recuento eritrocitario de 5.25 x 10%uL y una concentracién de hemoglobina de 14.5 g/dL,
ambos dentro de los valores de referencia establecidos para humanos. Los valores fueron
normalizados utilizando solucioén salina fisioldgica (0% de hemolisis) y SDS al 10% (100%),
y se graficaron junto con la actividad hemolitica de las variantes (Figura 14). Unicamente
Uy234-R7 mostrd un leve incremento en la actividad hemolitica (9.73 % a 50 uM), lo cual
respalda lo reportado en la literatura: el aumento en la carga neta puede estar asociado con
una mayor citotoxicidad hacia células humanas (Fong-Coronado et al., 2024), sin embargo,
este porcentaje de hemolisis no es alto, en comparacion de lo reportado para otros péptidos.
La variante Uy234-A present6 una menor actividad hemolitica en comparacion con Uy234,
lo cual es consistente con su baja actividad antimicrobiana. Por otro lado, Uy234-DR8 mostro
una menor actividad hemolitica comparado con la presentada por el péptido Uy234-RT8, lo
que confirma nuevamente la influencia de la carga neta en la toxicidad celular hacia células
de mamiferos.
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Figura 16. Porcentaje hemolisis de eritrocitos humanos ejercido por el péptido Uy234 y sus variantes, a
distintas concentraciones. GraphPad Prism version 10.0 para Mac fue utilizado para realizar los graficos.
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CONCLUSIONES

En la presente tesis se diseflaron in silico multiples combinaciones de variantes
peptidicas derivadas de la secuencia del péptido Uy234, y se evaluaron sus propiedades
fisicoquimicas con el objetivo de seleccionar aquellas variantes con propiedades mejoradas
relacionadas con la actividad antimicrobiana.

La adicion de triptofano en el centro de la secuencia incrementd tanto el momento
hidrofébico como la rigidez de las variantes de Uy234, mientras que la incorporacion de un
residuo de &cido aspartico en el extremo C-terminal aument6 su momento dipolar. Conforme
a nuestra hipdtesis, ambas modificaciones favorecen la mejora de su actividad antibacteriana.

De las variantes sintetizadas quimicamente, la variante Uy234-R7 mostr6 la mejor
actividad antimicrobiana contra S. aureus entre las cuatro variantes evaluadas (Uy234-A,
Uy234-R7, Uy234-RT8 y Uy234-DR8), resultado que podria estar relacionado con el hecho
de que fue la Gnica, ademés de Uy234-A, que no aumenté su longitud.

Uy234-A perdio su actividad citotoxica contra S. aureus, 1o que respalda la hipotesis
de que la prolina es esencial para su funcion litica, ya que con este cambio se demostrd que
la prolina desempena un papel fundamental en la actividad del péptido Uy234, ya que su
sustitucion se tradujo en una pérdida de la actividad antibacteriana frente a S. aureus. Desde
el punto de vista quimico, la prolina aporta flexibilidad al péptido, la cual se ve
considerablemente comprometida en su ausencia.

Por otro lado, de manera muy relevante la variante Uy234-DR8 presenté mayor
actividad antimicrobiana contra A. baumannii, presentando un halo de inhibicion mas
definido, a diferencia del péptido parental.

Finalmente, la actividad hemolitica no se incrementd de forma considerable en
ninguna de las variantes del péptido Uy234. Uy234-R7 presentd ligeramente una mayor
actividad hemolitica, mientras que Uy234-A mostr6 la menor, en correlacion con su actividad
citotoxica frente a S. aureus.

La obtencion de la variante Uy234-DRS, disefiada in silico para ejercer mayor
actividad antimicrobiana contra Acinetobacter baumannii, una de las bacterias incluidas en
el grupo de prioridad critica para los cuales se requiere el desarrollo de nuevos
antimicrobianos, representa un gran logro que nos permitird continuar en su caracterizacion,
optimizaciéon y avanzar en el camino para la obtencién de antimicrobianos de ultima
generacion.
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CONSIDERACIONES ETICAS

El experimento relacionado con la actividad hemolitica de los péptidos antimicrobianos
fue aprobado por el comité de ética de la Universidad Nacional Autonoma de México y la

Benemérita Universidad Autonoma de Puebla.
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