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RESUMEN

En este trabajo de titulacion se analiz6 y model6 un nuevo peptido
antimicrobiano, llamado Picturina — 2, extraido de la piel de la rana Boana Picturata
(localizada en la Amazonia Ecuatoriana). Se utilizaron enfoques de disefio de
farmacos asistidos por computadora (CADD, siglas en ingles) para alcanzar este
objetivo, como modelamiento estructural de proteinas, optimizacion estructural, y
acoplamiento molecular. Esta molécula comparte sus propiedades fisicoquimicas con
la mayoria de péptidos antimicrobioanos conocidos. La estructura optimizada
resultante fue de alta helicidad. Los resultados del acoplamiento molecular mostraron
gue tienen una alta afinidad con las macromoléculas: N-acetilmuramoil-L-analina
amidasa, subunidad B de la ADN girasa, porina F de la membrana externa, proteinasa
aspartica secretada; con valores de afinidad de -7,3, -7,8 -8,0 y -6,4 kcal/mol,
respectivamente. Esta informacion contribuird con los proximos pasos de CADD,

como la simulacién de dindmica molecular.

PALABRAS CLAVE: Acoplamiento molecular, macromdleculas, optimizacion

energética y estructural, propiedades fisicoquimicas y péptido antimicrobianos.



ABSTRACT

This work analyzed and modeled a novel antimicrobial peptide, Picturina - 2,
extracted from the skin frog of Boana Picturata (located in the Ecuadorian Amazon).
Computer-aided drug design (CADD) approaches were used to reach this target, such
as protein structure modeling, structure-based optimization, and molecular docking.
This molecule shared all their physicochemical properties with the most known AMPs
(antimicrobial peptides). The result optimized structure was high helicity structure. The
results of molecular docking showed that it has a high affinity with these molecules: N-
acetylmuramoyl-L-alanine amidase, DNA gyrase subunit B, Outer membrane porin F,
and Secreted aspartic proteinase; with values of free energy binding (-7.3, -7.8, -8.0,
and -6.4 kcal/mol, respectively). This information will contribute with the next steps of

CADD, like molecular dynamics simulation.

Keywords: Antimicrobial peptides, energy and structural optimization,

macromolecules, molecular docking, and physicochemical properties.



INTRODUCCION

Segun el Centro para el Control de Enfermedades y Prevencion de los Estados Unidos
(CDC, siglas en inglés), la resistencia antimicrobiana: “Es uno de los retos mas grandes de
salud de nuestros tiempos”(CDC 2020a). Se debe, en gran parte, al uso indiscriminado de
antibioticos en la cria de animales y la acuicultura, al igual que, el uso de multiples agentes
de amplio espectro y la falta de una buena gestion antimicrobiana (Vivas et al. 2019). El
término antimicrobiano incluye: antibidticos, antivirales, antifingicos, antiparasitarios,
anticancerigenos (Huan et al. 2020); en si, son medicamentos capaces de prevenir y tratar

infecciones en humanos, animales y plantas (Burnett-Boothroyd y McCarthy 2011).

El problema de la resistencia antimicrobiana se enfoca especialmente en la alarmante
propagacion mundial de las bacterias “multirresistentes”, (también conocidas como
“superbacterias”) que causan infecciones que no pueden ser tratadas con antibiéticos

convencionales (Prestinaci, Pezzotti, y Pantosti 2015)

A proposito de la crisis de la resistencia antimicrobiana y en especial a los antibiéticos,
sus efectos estan siendo sentidos en los avances de la medicina moderna. Concretamente,
en los campos de la cirugia, trasplantes de drganos, tratamiento de infecciones, entre otros
(van Duin y Paterson 2016; Friedman, Temkin, y Carmeli 2016). Por consiguiente, segun
datos del Centro para el Control de Enfermedades y Prevencién de los Estados Unidos, 1.7
millones de adultos desarrollan un episodio de sepsis al afio (CDC 2020b). La sepsis es una
respuesta inmunitaria extrema del cuerpo frente a una infeccion, por lo que, sin tratamientos
eficaces con antibiéticos, puede causar dafio tisular, insuficiencia organica y, por ultimo, la

muerte (Hotchkiss et al. 2016).

De igual manera, todos los pacientes que se someten a una cirugia corren el riesgo
de contraer infecciones pre y posoperatorio, y al igual que, en el caso anterior, sin antibiéticos
efectivos, muchas cirugias no serian posibles hoy en dia (Khoshbin et al. 2015). De hecho,

un informe del 2021 de la Organizacion Mundial de la Salud manifest6 que 1 de cada 5
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mujeres (21 %) a nivel mundial se realizaron una cesérea, lo que se traduce en que
aproximadamente un billén de personas (mujeres) se encuentran bajo alto riesgo de infeccion

posparto (OMS 2021a).

También las enfermedades crdénicas (en particular, la diabetes) ponen a las personas
en mayor riesgo de infeccién (Casqueiro, Casqueiro, y Alves 2012). Es mas, algunos
farmacos que se usan para tratar dicha enfermedad pueden debilitar el sistema inmunitario,
y més de 422 millones de personas que padecen diabetes en el mundo deben ser tratados
con antibiéticos para infecciones comunes (OMS 2021b). Del mismo modo, los receptores de
trasplantes de érganos son los mas vulnerables a infecciones porque se someten a cirugias
complejas. Y, sumando el hecho de que, los receptores reciben medicamentos para inhibir el
sistema inmunitario, se aumenta de manera exponencial el riesgo de infecciéon (Duncan y
Wilkes 2005). Con relacion a esto, se han reportado publicaciones, y en concreto, una, donde
se expone que 4 receptores contrajeron una infeccion causada por la bacteria Escherichia

coli-multirresistente en un centro de trasplantes (Kieslichova et al. 2019).

Asi mismo, los pacientes que deben recibir didlisis para una enfermedad renal
avanzada tienen mayor riesgo de infeccion; siendo esta, la segunda causa principal de muerte
(Su etal. 2018). Y, por ultimo, las personas que reciben quimioterapia tienen un elevado
riesgo de contraer una infeccion durante el tratamiento, resultando una situacion critica para

estos pacientes (Vento y Cainelli 2003).

De lo mencionado resulta necesario decir que numerosas organizaciones se han
unido en un llamamiento para incrementar la inversion en el descubrimiento de antibioticos.
Aparte de los medicamentos tradicionales de pequefias moléculas, se han hecho
recomendaciones para la investigacion de terapias alternativas (Kallberg, Salvesen Blix, y
Laxminarayan 2019). Luong, Thanh, y Tran, 2020, enfatizan que los péptidos antimicrobianos
(AMPs, siglas en inglés) presentan una alternativa terapéutica prometedora que merece
inversion e investigacion (Luong, Thanh, y Tran 2020). Del mismo modo, recientes estudios

han revelado que los AMPs forman una clase de antibi6ticos que tienen baja predisposicion
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de desarrollar resistencia (Mwangi et al. 2019). Paralelamente, los AMPs tienen un amplio
espectro de actividad antimicrobiana y proveen proteccién frente a bacterias, hongos,
parasitos, virus, entre otros (Kang et al. 2017; Lei et al. 2019). Analogamente, investigaciones
al respecto han evidenciado que desempefian un papel adicional en la inflamacion, inmunidad

y cicatrizacion de una herida (Bahar y Ren 2013).

Por otra parte, se sabe que la piel de los anfibios es una de las fuentes mas
abundantes de péptidos antimicrobianos que existen (Casciaro et al. 2020; Patocka et al.
2019). Las secreciones cutaneas de las ranas representan un tesoro de estas pequefas
moléculas (Wang et al. 2016; Xu y Lai 2015), siendo Ecuador uno de los paises con la mayor
cantidad de anfibios (Amphibian Survivial Alliance 2023; American Museum of Natural History
2023). Se han podido identificar alrededor de 635 especies de anfibios nativos en el territorio
ecuatoriano y se han estudiado especies de la familia Hylidae, Agalychnis spurelli (la rana
arbol deslizante) y Boana Picturata (la colorida rana arbérea) y han descubierto 13 y 7 nuevos

péptidos, respectivamente (Proafio-Bolafios et al. 2019).

Por ende, la finalidad de este trabajo de titulacion es de examinar un péptido
antimicrobiano nuevo, con la capacidad de inhibir patégenos de manera eficaz que ponen en

sumo riesgo a la humanidad actual, como son: la E. coli, S. aureus, C. freundii y C. albicans.
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OBJETIVOS GENERALES Y ESPECIFICOS

OBJETIVO GENERAL
Determinar las propiedades fisicoquimicas, estructura secundaria y el mecanismo de
accion del péptido Picturina — 2 extraido de la secrecion cutanea de la rana Boana picturata

empleando métodos computacionales.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

— Establecer las propiedades fisicoquimicas de la Picturina — 2 mediante
aproximaciones obtenidas por medio del empleo de servidores web.

— Definir la estructura secundaria méas acertada de la Picturina — 2 mediante las
predicciones obtenidas a partir de la utilizacion de servidores web.

— Construir la proyecciéon molecular de la estructura secundaria mas acertada de la
Picturina — 2 usando el programa PyMOL.

— Establecer la conformacion energéticamente mas estable de la estructura
secundaria para la Picturina — 2 mediante el modelado computacional y optimizacion
geomeétrica por medio del programa GaussianQ9.

— Establecer los valores del acoplamiento molecular entre la Picturina — 2 con las
enzimas inhibitorias de patdgenos y moléculas presentes en la membrana celular

bacteriana por medio del programa Autodock Vina.
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MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron varios métodos computacionales y servidores web. Por ejemplo,
para establecer las propiedades fisicoquimicas del péptido se empled los servidores
web Pepcalc y Bachem (BACHEM 2020; PepCalc 2020). De estos servidores se
obtuvo el punto isoeléctrico, la carga neta a pH neutro y su hidrofilicidad promedio. En
cambio, para definir la estructura secundaria del péptido mas adecuada, el servidor
Jpred fue el mas preciso en cuanto a la identificacion de estados conformacionales
(Drozdetskiy et al. 2015). Con dicha informacion, se pudo ilustrar la molécula de
manera tridimensional, con el programa Pymol (Lill y Danielson 2011).
Posteriormente, se optimiz6 dicha estructura con el fin de encontrar la conformacion
energética mas estable mediante el programa Gaussian09 (Frisch et al. 2016). El
meétodo y las bases empleadas en la optimizacion fueron el método hibrido ONIOM y
el conjunto de bases HF/6-31-G. Por ultimo, ya una vez teniendo la estructura
optimizada, se ejecuté el acoplamiento molecular del péptido 2PIC con las siguientes
macromoléculas: la enzima AmiA, enzima GyrB, enzima Exo-p-(1,3)-glucanasa,
enzima proteasa aspartica secretada, enzima AmpD, las proteinas de porina de
membrana externa OmpC y OmpF,y por ultimo, las proteinas “Penicillin-binding
protein 2a” y “Penicillin-binding1b”. Los parametros para que se lleve a cabo el
acoplamiento molecular fueron: tratamiento de la macromolécula y el ligando, la
seleccién de la “grid box” y, por ultimo, la configuracion del archivo de configuracion.
El tratamiento de la macromolécula, consisti6 en eliminar los componentes no
proteicos, la adicion de atomos de hidrégeno de caracter polar, la reparacién de
atomos perdidos, la adicion de cargas Kollman y su correcta distribucion por toda la
molécula. Teniendo esto se dispuso a definir el area de acoplamiento, lo cual, se

denomina la seleccidon de la “grid box”. Se empleo una técnica de acoplamiento a
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ciegas o con su termind en inglés “blind docking”, debido a que el péptido 2PIC carecia
de literatura para poder saber los posibles sitios de enlace con los microorganismos
utilizados. Finalmente se guardo el archivo en un formato pdbgt (formato del programa

Autodock).

Para el tratamiento de ligando (péptido 2PIC), se obviaron la eliminacion de los
componentes no proteicos, sin embargo, los demés pasos basicos que se discuti6 en
el tratamiento de la macromolécula, si se lo realizo. Ademas, se seleccioné las
opciones “torsion tree” y “detect root”, y se guardo dicho archivo con un formato pdbqt.
Una vez, con dichos archivos se llevé a cabo la configuracion del archivo para ejecutar
el programa AutodockVina (Trott y Olson 2010). El archivo de configuracién tuvo la
siguiente informacién: el nombre en que se guardd, tanto la macromolécula como el
ligando, las coordenadas (x y z) de la “grid box” y su tamafio en cada coordenada, el
archivo de salida en formato pdbqt y el archivo log en formato texto. Después del
acoplamiento, con el archivo de salida (out.pdbqt) de cada caso, se lo visualiz6 en
Pymol y se adjunté como imagen la del mejor acoplamiento en la seccion figuras.
Finalmente, los valores de afinidad de cada acoplamiento realizado encontrados en

el archivo log.txt, se adjunté en una tabla de datos en la seccion tablas.
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RESULTADOS Y DISCUSION

PREDICCION DE PROPIEDADES FISICOQUIMICAS DE LA PICTURINA -2

La secuencia del péptido Picturina — 2 (2PIC) fue proporcionada por el
Laboratorio de Biologia Molecular y Bioquimica de la Universidad Regional
Amazonica IKIAM. La secuencia de la 2PIC en codigo de tres letras es la siguiente:
Gly — Val — Phe — Lys — Asp — Ala — Leu — Lys — GIn — Phe — Gly — Ala — Ala — Leu —

Leu — Asp —-Lys — Ala —Ala — Asn — Ala — Leu — Lys — Pro — Lys.

Los péptidos antimicrobianos (AMPs) se consideran como un primitivo
mecanismo de defensa de las células eucariotas contra la invasién de patdégenos
(Zhang et al. 2021); donde las células eucariotas se reconocen por la presencia de un
nacleo celular y generalmente se los puede encontrar en animales, plantas, algas,
hongos, levaduras y protozoos (Gadd y Raven 2010). Esto se debe a las siguientes
razones: (1) la produccién de los AMPs requiere menos tiempo y energia en
comparacién de la sintesis de anticuerpos; (2) estas pequefias moléculas alcanzan
con mayor facilidad al patégeno en comparacion a las inmunoglobulinas, y (3) algunas
células eucariotas carecen de un sistema inmune a base de linfocitos, como es el
caso, de los insectos, puesto que dependen principalmente de una serie de AMPs o
compuestos antibacterianos para eliminar los microorganismos invasores (Diamond

et al. 2009; Groisman 1994).

Los AMPs han evolucionado para actuar en contra de un amplio rango de
patdogenos en diferentes contextos fisiologicos (Papagianni 2003; Boman 1998;
Lehrer y Ganz 1999). Dicha peculiaridad se respalda en sus propiedades

fisicoquimicas, como, por ejemplo: el tamafo, la secuencia, la carga, el grado de
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estructuracion (helicidad), la distribucion de residuos hidrofobicos e hidrofilicos a lo
largo de la cadena y los angulos obtenidos por la cara hidrofébica e hidrofilica de la
hélice formada (Giangaspero, Sandri, y Tossi 2001). Estos parametros estan
intrinsecamente relacionados, por lo que modificar uno puede dar como resultado
cambios significativos en los demas. Ademas, tener conocimiento de las propiedades
fisicoquimicas de un péptido es esencial para entender los modos de interaccion con
la membrana y en gran medida determina su modo de accion (Pirtskhalava et al.

2021).

En la Tabla 1 y 2 se muestran los valores de las propiedades fisicoquimicas
del péptido 2PIC, que son muy similares entre los dos servidores Web. Se tiene como
resultado un valor de carga neta a pH neutro de +3, debido a lo cual, nos lleva a inferir
gue la 2PIC tiene caracter catidénico, como la mayoria de AMPs en la naturaleza. Dicho
caracter cationico del péptido 2PIC impulsa la unién hacia las membranas bacterianas
cargadas negativamente por atraccion electrostatica (Yin et al. 2012), dado que las
membranas bacterianas predominantemente estdn compuestas por fosfatidilglicerol,
cardiolipina o fosfatidilserina; compuestos que aportan en gran parte su densidad
electronica negativa (Huang, Huang, y Chen 2010; Silhavy, Kahne, y Walker 2010).
Sin embargo, una alta carga catiénica puede resultar contraproducente, debido a que
incrementa la actividad hemolitica (Greco et al. 2020). Y, por ejemplo, Jiang et.al.,
(2008) reportaron una alteracion brusca en la actividad hemolitica al aumentar una
sola carga positiva de +8 a +9 en la cara polar del péptido V13K (Jiang et al. 2008);
sugiriendo un umbral critico para la carga positiva neta. Por otra parte, favorecer la
actividad hemolitica, se refiere a la destruccién de los glébulos rojos, produciendo un
aumento en los niveles de hemoglobina libre, lo que provoca anemia y estrés en los

rifones y otros 6rganos (Hilburn 2014).
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El préximo parametro se trata del numero de residuos, donde, por lo general,
suele ser un numero relativamente pequefio (<60 aa) (Kuroda, Caputo, y DeGrado
2009). Por lo que, el tamafio del péptido 2PIC hallado en la rana Boana Picturata, es
completamente normal que sea de 25 aa. Dicho parametro tiene una alta relacion con
la actividad antimicrobiana, ya que este varia segun la longitud del péptido, puesto
gue se necesita que el péptido tenga la distancia suficiente para que pueda abarcar
toda la bicapa lipidica para provocar un poro en la membrana bacteriana (Schmidt y
Wong 2013); siendo el poro el resultado de la union e insercion de los péptidos en la

bicapa lipidica que conduce a la lisis celular (Brogden 2005).

De hecho, se ha estudiado que la disminuciéon de la longitud del péptido
provoca que tanto el efecto antimicrobiano como la permeabilidad de la membrana
disminuyan (Malanovic y Lohner 2016). Esto se debe a que la unién de los AMPs a
las membranas se vuelve mas forzada, ya que, al disminuir la longitud del péptido,
aumenta la penalizacion de entropia o “entropy penalty”, por aminoacido, en la
adsorcion (Malmsten 2014); es decir, la solvatacion hidrofébica de los AMPs a
temperatura ambiente corresponde a un gran valor de entropia negativa, lo cual no
ocurrird espontaneamente. En otras palabras, la capacidad de ruptura de membrana
gue los AMPs poseen, disminuyen cuando sus longitudes se vuelven lo
suficientemente cortas (Hasan etal. 2019). Asimismo, dicha disminucion de la
longitud del péptido favorece a que los AMPs no sean susceptibles a la degradacién
por proteasas bacterianas y humanas (Kim et al. 2014; Vlieghe et al. 2010). De hecho,
es probable que esta sea la causa mas importante de la pobre actividad in vivo de

algunos AMPs naturales (Chen y Lu 2020).

Por consecuencia del anterior parametro el péptido 2PIC cuenta con un peso

molecular corto y es <10 kDa (Reddy, Yedery, y Aranha 2004). Dicho rango de peso
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molecular nos permite crear una simbiosis entre antibioticos convencionales y los

AMPs, logrando asi un tratamiento mas efectivo y selectivo (Ruden et al. 2019).

Como siguiente parametro tenemos el punto isoeléctrico de los AMPs, donde,
este suele oscilar cerca de 10 (Talapko et al. 2022). Consistente con el resultado con
los servidores web PepCalc y Bachem de 10,53 y 10,41, respectivamente. Esta
propiedad es fundamental para la correcta solubilidad de los péptidos, ya que cuando
el pH de un solvente es igual al punto isoeléctrico (PI) del péptido, tiende a precipitar
y perder su funcion biolégica (Shaw et al. 2001). Por otro lado, la sangre humana
suele oscilar en un rango de 7,35 a 7,45 de pH (Dries y Marini 2009), segun lo cual,

el pH no deberia interferir en la funcién biolégica del péptido.

Como ya se ha evidenciado, el pH es un parametro muy relevante, ya que se
ha demostrado que algunos péptidos ricos en histidina son dependientes del pH,
donde sus actividades antimicrobianas se inhiben por encima del logaritmo negativo
de la constante de disociacion (pKa) de la histidina (~6,0), y es restaurado a

condiciones &cidas (pH 5,5) (Kacprzyk et al. 2007).

Continuando con el siguiente parametro, tenemos la hidrofobicidad o la
anfipaticidad. El péptido 2PIC tiene un valor de hidrofobicidad (<h>) de 0,275 y un
momento hidrofobico (<ph>) de 0,309; siendo este, un valor numérico que funciona
como medida de anfipaticidad (HeliQuest 2022). Estos parametros son cruciales en
la penetracion de las membranas celulares, debido a que la membrana celular es de
naturaleza anfipatica, constituida por fosfolipidos, por lo general, con una parte
hidrofobica interna, encerrada por dos capas interfaciales polares enriquecidas con
agua en contacto con el entorno intracelular y extracelular (Takechi-Haraya et al.

2022; Lombard 2014). Por lo que, los compuestos que pueden asociarse, incrustarse
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o penetrar en la membrana deben ser hidrofébicos o anfipaticos. La Figura 1, muestra
de forma visual estas caras. La cara hidrofébica esta conformada por los aminoacidos
Phe — Phe — Ala — Leu y la cara hidrofilica por los aportes de Lys, dando como
resultado un porcentaje de residuos no polares del 56 %, que incita a la formacion de
una estructura anfipatica al interactuar con las demas células, frente al 44 % del
aporte de los residuos polares (HeliQuest 2022). En simples palabras, se puede decir,
que a mayor hidrofobicidad de un péptido anfipatico a-helicoidal, mayor su actividad
antimicrobiana (Zhang et al. 2022). No obstante, debera estar comprendida en una
ventana Optima de hidrofobicidad en donde convergen una alta actividad

antimicrobiana y baja actividad hemolitica (Chen et al. 2007).

Las propiedades fisicoquimicas determinan la bioactividad de los AMPs, por lo
que, es oportuno comparar dichos resultados, comparandolos con péptidos
estandares como, por ejemplo, la Magainina — 2 o Buforina — 2b, de los, que estan
bien establecidas sus actividades biolégicas, propiedades fisicoquimicas, estructuras
y modos de accion, para de una forma contemplar la eficiencia del péptido 2PIC como
inhibidor antimicrobiano (Wang et al. 2011; Imura, Choda, y Matsuzaki 2008). En la
Tabla 2 se muestra que tanto el péptido 2PIC como los péptidos estandar, comparten
similares porcentajes de hidrofobicidad. Pero, en la Tabla 3, donde se comparan las
concentraciones inhibitorias minimas (MICs), nos indica que desafortunadamente
nuestro péptido de estudio presenta una actividad biolégica muy pobre frente a
patégenos similares, considerando que los valores mas bajos de MICs, indican que
se requiere menos medicamento para inhibir el crecimiento del organismo. Por lo
tanto, la Magainina — 2 y la Buforina — 2, son agentes antimicrobianos mas efectivos

gue el péptido de estudio.
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PREDICCION DE LA ESTRUCTURA SECUNDARIA DE LA PICTURINA - 2

La prediccion de la estructura de la proteina a partir de la secuencia de
aminoacidos es uno de los problemas mas importantes de la biologia molecular
(Deng, Jia, y Zhang 2018). Por ser una secuencia nueva, evidentemente, todavia no
se encuentra en la base de datos de la “Protein data bank”, ya que, para poder ser
incluida en esta, se deben de hacer mediciones experimentales para obtener la
estructura tridimensional de la secuencia. Dichas mediciones experimentales
consisten en cristalografia de rayos-X, espectroscopia de resonancia magnética
nuclear y técnicas de microscopia electronica. Sin embargo, estas técnicas
experimentales requieren mucho tiempo, son costosas y complejas. Como resultado,
se han desarrollado algoritmos computacionales y, tanto el conocimiento tedérico de la
estructura, la dinAmicay el plegamiento de las proteinas se han utilizado para generar
un modelo a partir de las secuencias de aminoacidos. Por lo general, se realizan
mediciones experimentales cuando la molécula ha superado las expectativas, para

justificar dicha intervencién experimental (Agnihotry et al. 2022).

El conocimiento de la estructura secundaria es un paso intermedio esencial
hacia la prediccién de la estructura tridimensional. Ademas, en dicha agrupacion la

proteina recién puede desempeniar sus funciones bioldgicas (Yang et al. 2022).

Los elementos fundamentales de la estructura secundaria de proteinas son a-
hélice, hoja B, “coils” y “turns”, pero tanto las a-hélice y hoja B son los dos tipos
principales més recurrentes (Gromiha 2010). La mayoria de los AMPs adoptan una
estructura a-helicoidal ideal (rotacion de 100° por residuo) (Xiong et al. 2015), de
modo que, existen varios méetodos de prediccion de la estructura secundaria de
proteinas, donde a cada residuo de una secuencia se le asigna un estado

conformacional, ya sea (H) “a-helix”, (T) “B-turns”, (E) “extended B-strand” o (C) “coil”
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(Ma, Liu, y Cheng 2018). Los servidores web mas ampliamente usados son JPred,
PSIPRED y PredictProtein (Drozdetskiy et al. 2015). Teniendo JPred una precision
reportada de 81,5 % (Cole, Barber, y Barton 2008), PSIPRED, 81,6 % (Buchan et al.
2010) y PredictProtein, 76,0 % (Rost y Liu 2003). Sin embargo, para este estudio, de
los 3 servidores de prediccion, se empled 2 de ellos, Jpred y PredictProtein, ya que,
PSIPRED, no admitié una secuencia demasiada corta. Los resultados obtenidos se
presentan en las Figuras 2 y 3. En compensacion, se usaron los siguientes algoritmos:
GOR4 y I-TASSER,; teniendo el método I-TASSER un valor de precision de 81,0 %
(Zhang 2008) y el método GOR en su ultima version (GOR V) un valor de 73,5 % (Sen

et al. 2005). Los resultados se presentan en la Figuras 4 y 5.

Es notable sefalar que existen otros métodos de prediccién en base a “Deep
Neural Network” o “Database lookup” que alcanzan una mayor precision, teniendo
valores entre 84 -92 %, por ejemplo, FraglD, SSpro5, SPIDER2 y Raptor X Property
(Tang etal. 2011). Pero como ya se menciond anteriormente no pudieron, ser
incluidos en este estudio, ya que la mayoria de estos métodos no aceptaban una

secuencia con menos de 26 residuos.

El método Jpred predice la estructura secundaria de la secuencia dada, usando
métodos de alineacion de secuencias mdltiples por medio de un perfii HMM y
PSIBLAST (Jones 1999). Por este motivo, cuenta con el porcentaje de precision mas
alto de los métodos empleados. Se ha decidido confiar en la prediccion de la
estructura secundaria que proporciona este método. Sin embargo, cabe mencionar
gue todos los modelos de prediccion en su mayoria acertaron en la cantidad de a-
hélices, aunque hubo una ligera diferencia entre la cantidad de “random coils”. En
especial, tanto el método PredictProtein e I-TASSER, concordaron relativamente en

todo a lo que se refiere a los estados conformacionales.
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Adicionalmente, se va a explicar los estados conformacionales presentes en
esta secuencia, comenzando con las a-hélices. Este se conforma y se mantiene por
medio de interacciones de la red central al eje primario de la hélice. Estas
interacciones son puentes de hidrégeno entre el oxigeno del carbonilo y el nitrégeno
del grupo amino siguiendo el siguiente patrén ity i + 4th (Banerjee, Radvar, y Azevedo
2018). La estabilidad de las a-hélices depende del numero de aminoéacidos
involucrados en las interacciones del eje y la propensién helicoidal de cada

aminoacido (Fujiwara, Toda, y Ikeguchi 2012).

Todos los demas residuos que no participan en a-hélices y hojas- a menudo
se categorizan como “otros”; de ahi que en el método PredictProtein lo menciona.
Dicho grupo se categoriza en “random coils” (Skipper 2005). Estos son regiones que
la cadena proteica que no forman una estructura secundaria regular y no se
caracterizan por ningun patrén regular de puentes de hidrogeno. Se encuentran en
dos ubicaciones en las proteinas: en el extremo N-terminal como en el extremo C-

terminal de la proteina (Marcelino y Gierasch 2008).

CONSTRUCCION MOLECULAR DE LA PICTURINA - 2 MEDIANTE EL USO DE
SOFTWARE PYMOL

PyMOL es un sistema de visualizacion molecular de cédigo abierto, escrito en
Python, que permite la visualizaciébn en tiempo real de todo tipo de moléculas.
Asimismo, puede producir animaciones e imagenes de alta calidad de
macromoléculas para publicaciones cientificas en diferentes representaciones

[

incluidas, “ribbons”, “cartoons”, “dots”, “surfaces”, “spheres”, “sticks”, “mesh” and

“lines” (Lill y Danielson 2011).
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Con la ayuda de la informacién del servidor web JPred, se pudo construir el

péptido 2PIC de forma tridimensional y se puede observar en la Figura 6.

OPTIMIZACION GEOMETRICA Y MINIMIZACION ENERGETICA MEDIANTE EL
USO DEL SOFTWARE GAUSSIANO9

El objetivo del refinamiento es mejorar el modelo predicho de manera que
tenga las orientaciones precisas de la cadena lateral y alta calidad estereoquimica
para que pueda parecerse a la estructura nativa (Feig 2017; Jabeen, Mohamedali, y
Ranganathan 2019). Para el refinamiento tenemos dos estrategias, tanto la
optimizacion estructural, como la minimizacion de energia potencial. De hecho, la
optimizacién estructural, sirve para mejorar los elementos de la estructura secundaria
y las redes de puentes de hidrogeno. Mientras que la minimizacién energética es
esencial para determinar la disposicion molecular adecuada en el espacio
(Sasidharan y Saudagar 2022). El resultado de la optimizacion nos dara la
conformacién mas estable (es decir, la molécula en su estado global de energia

minima) o, en otras palabras, la conformacién bioactiva.

Para dicho proceso, se hizo el uso del programa Gaussian09 (Frisch et al.
2016) y se puede evidenciar en la Figura 7 la estructura optimizada del péptido 2PIC.
Por otro lado, la meta de la minimizacién de energia es conseguir el minimo global.
Tedricamente, es facil definirlo, es decir, todas las derivadas de la funcién son cero y
la matriz de la segunda derivada debe ser positiva; pero en la practica, existen
dificultades para conseguirlo, ya que hay varios minimos locales en los que las
fuerzas interatomicas netas de todos los atomos son cero, y es complejo establecer
un minimo real (Sasidharan y Saudagar 2022). Mas exactamente, para este
procedimiento y en la vasta mayoria de trabajos computacionales se emplean

métodos tales como, campo autoconsistente (SCF, siglas en inglés) y Hartree-Fock
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(Kussmann, Beer, y Ochsenfeld 2013). Para obtener la estructura optimizada se tuvo
gue ejecutar el programa Gaussian por 4 intentos, en vista de que no se encontraba
un punto de convergencia y los ciclos de calculo no eran suficientes para obtener el
minimo global. A pesar de todo, en el cuarto intento, y después de 60 repeticiones del

célculo, se obtuvo la optimizacion geométrica.

ACOPLAMIENTO MOLECULAR CON ENZIMAS INHIBITORIAS MEDIATE EL
PROGRAMA AUTODOCK VINA

El acoplamiento molecular o mas conocido con el término “molecular docking”,
es una rama muy importante en el disefio computacional de farmacos y la
bioinformatica (Zhang et al. 2022). En pocas palabras, el “molecular docking” es un
procedimiento computacional que intenta predecir la fuerza de union no covalente
entre una macromolécula (receptor) y un ligando (molécula pequefa) y los mejores

arreglos geométricos (Meng et al. 2011).

Comprendemos como unién no covalente a los puentes de hidrégeno, los
enlaces ionicos y las fuerzas de Van der Waals (Johnson et al. 2010). Sin embargo,
en la ultima década ha aumentado el interés en las interacciones de otra clase de
macromoléculas, ya sea, acidos nucleicos (DNA y RNA), enzimas, ligandos como
sustratos, inhibidores u otros candidatos a farmacos (Salo-Ahen etal. 2020).
Generalmente, este procedimiento computacional es usado para predecir la
interaccion del complejo proteina-ligando, de este modo, por ejemplo, se pudo saber
la interaccién entre el medicamento salbutamol y las células bronquiales.
Consistiendo en que las células que se encuentran en la trdquea tienen receptores
denominados receptores adrenérgicos -2 (Bandaru et al. 2017). Estos son capaces

de detectar la molécula del salbutamol, y generar una respuesta celular, provocando
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una dilatacion de los bronquios de los pulmones, desencadenando que el paciente

con asma consiga respirar (Hikino et al. 2019).

En cambio, en el presente estudio se comprobara la capacidad del péptido
antimicrobiano 2PIC de acoplarse a sitios claves de vulnerabilidad de los diferentes
microorganismos. Por ejemplo, para el Staphylococcus aureus, se escogieron a la
enzima acetylmuramyl-L-alanina amidasa (AmiA; EC 3.5.1.28; PDB: 4KNL) y
“penicillin-binding protein 2a” (PDB: 1MWT). Para el microorganismo Escherichia coli,
se escogieron la enzima ADN girasa subunidad B (GyrB; EC 5.6.2.2; PDB: 4PRV) y
“penicillin-binding Protein 1b” (PDB: 3VMA). En cambio, para el microorganismo
Candida Albicans, se escogieron las enzimas Exo-f-(1,3)-glucanasa (EC 3.2.1.58;
PDB: 1EQC) y la proteasa aspartica secretada (PAS, siglas en inglés; EC 3.4.23.24;
PDB: 1EAG). Por ultimo, para el microorganismo Citrobacter Freundii, se eligieron las
proteinas de membrana externa OmpC (PDB: 7JZ3), OmpF (PDB: 6WTZ), y la enzima

AmpD (PDB: 1J3G).

Las razones de la eleccion de las mencionadas enzimas o proteinas, se debe
a que, en dichos sitios, de alguna manera, los microorganismos de estudio son
vulnerables, de manera que pierden su capacidad patégena. Empezando, con la
enzima AmiA, que tiene la capacidad de romper el enlace entre el carbohidrato y los
restos peptidicos de peptidoglicano (PGN, siglas en inglés)(Bittner et al. 2014). El
exoesqueleto de PGN es, el principal componente que comparten todas las envolturas
de las células bacterianas, lo que se compone de unidades repetitivas del disacarido
N-acetilglucosamina-N-acetilacido muramico, que estan entrecruzadas por cadenas
laterales de pentapéptidos (Humann y Lenz 2009). De ahi que, el componente PGN
sea esencial para estabilizar la membrana celular frente a la presion osmatica

intracelular, asimismo, permite a las células bacterias sobrevivir en diferentes
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ambientes y es primordial para el crecimiento, division, viabilidad celular, y, por ende,

no permite una autolisis celular (Delaune et al. 2011).

Por otro lado, la enzima “penicillin-binding protein 2a” fue elegida, puesto que,
en la gran mayoria de los casos, es el objetivo ideal de los tratamientos que se tienen
actualmente. De ahi que, tenemos los llamados antibidticos B-lactdmicos, que
constituyen el 60 % de los antibiéticos que se emplean a nivel mundial (Bush y
Bradford 2016). En general, la inhibicién de los “penicilling-binding proteins” (PBPs
siglas en inglés) por parte de los antibidticos B-lactamicos da como resultado una
pared celular debilitada, y finalmente, lisis y muerte celular (Lim y Strynadka 2002);
debido a que los PBPs catalizan la polimerizacion de biosintesis del exoesqueleto de

peptidoglicano (McPherson y Popham 2003).

La enzima ADN girasa subunidad B, fue elegida debido a que, si se interviene
en las funciones que realiza dicha enzima, se previene el crecimiento bacteriano. Esto
se debe a que esta enzima juega un rol muy importante en la replicacion del ADN en
numerosas especies gramnegativas, entre ellas, la E. coli (Gross et al. 2003; Jaktaji
y Mohiti 2010). En cambio, la “Penicillin-binding Protein 1b” fue seleccionada, en virtud
de que participa en la sintesis de la pared celular; siendo el mayor objetivo de los
antibidticos B-lactdmicos (Macheboeuf etal. 2006). La enzima, Exo-B-(1,3)-
glucanasa, fue elegida, dado que interfiere en la funcionalidad de la enzima 3-1,3-
glucano mediante la hidrélisis del glucano, cortando secuencialmente los residuos de
glucosa en el extremo no reductor, y por lo cual, se tiene como producto principal a la
glucosa libre (Wu et al. 2021). De ahi que, la enzima 3-1,3-glucano es un componente
integral en la pared celular fingica y el debilitamiento de esta daria como resultado la
ruptura de la integridad celular y, en ultima instancia, la lisis celular (Mouyna, Hartl, y

Latgé 2013).
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Asimismo, la enzima proteasa aspartica secretada fue elegida, en vista que
muchos estudios han comprobado que actda como factor de virulencia, por lo que,
las variantes deficientes en PAS son menos virulentas, siendo el sitio de accion ideal
(Koelsch et al. 2000; Naglik, Challacombe, y Hube 2003). Por dltimo, tenemos que
discutir sobre la eleccion de OmpC y OmpF, donde para esto, primero hay que
entender que todas las bacterias gramnegativas secretan estructuras de bicapa de
membrana esférica (de entre 10 a 250 nm), denominadas vesiculas de membrana
externa (OMVs, siglas en inglés). Los OMVs consisten en proteinas de la membrana
externa, proteinas citoplasmaticas, proteinas de la membrana periplasmica,
fosfolipidos, lipopolisacaridos y material genético (Schwechheimer y Kuehn 2015).
Recientemente, se ha demostrado que las proteinas de porina (OmpC y OmpF) y las
enzimas B-lactamasas son mas abundantes en donde la E. Coli es resistente a los
antibiéticos B-lactdmicos que cuando es susceptible a dichos antibiéticos (Khalifa
et al. 2021). Esto sugiere afirmar que, la ausencia de las porinas influye drasticamente
en que las bacterias no puedan presentar mecanismos de resistencia frente a los
antibidticos B-lactamicos (Kim et al. 2020). Por lo que, la ausencia de estas la vuelven
vulnerables a todo tipo de moléculas antimicrobianas. De igual manera, muchos
estudios han demostrado que las OMVs sirven como defensa frente a péptidos

antimicrobianos y antibioticos.

Y, por ultimo, la enzima amidasa AmpD fue elegida, debido a que tiene la
capacidad de producir un precursor de la pared celular bacteriana, lo cual, si uno
interfiera en dicho proceso, puede debilitar la parde celular (Johnson, Fisher, y
Mobashery 2013). Como se puede evidenciar en la Tabla 4 todos los complejos
formados entre las diferentes macromoléculas (enzimas) y el ligando (2PIC) ocurren

de manera espontanea, debido a que los valores de “free energy binding” son
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menores a cero. Dichos valores representan la suma total de las energias
intermoleculares, por lo que no podemos deducir qué tipo de interacciones no
covalentes especificas se produjeron entre el péptido 2PIC y las respectivas enzimas
0 proteinas (Hata et al. 2021). No obstante, dichos valores son esenciales en el
descubrimiento de nuevos farmacos en el momento de encontrar ligandos
moleculares capaces de inhibir o activar un objetivo especifico de una proteina a
través del enlazamiento del ligando (Hughes et al. 2011). No obstante, se puede

destacar de manera visual dichas interacciones desde la Figura 8 a la Figura 11.

Por otro lado, la finalidad macro de estas técnicas computacionales enfocadas
en el disefio de farmacos suelen llevarse a cabo por la inclusiébn de una serie de
pasos, por lo que, con los resultados del “docking” obtenidos podemos dar
seguimiento a otro método computacional llamado “Molecular Dynamics” (MD, por
sus siglas en inglés) (Yu y Mackerell 2017). Este es un método que considera todas
las moléculas siendo, una de ellas, el agua, puesto que las proteinas en la naturaleza
(disueltas mayormente en agua) son altamente dindmicas (Durrant y McCammon
2011). De hecho, en algunos casos el agua puede actuar como centro nucleofilico
para que se lleve a cabo una catalisis enzimatica o puede ayudar en el plegamiento
de las proteinas, entre otras cosas. Siendo asi, la inclusion de las moléculas de agua
durante las simulaciones abre vias de unién ocultas, permitiendo que las cadenas

laterales de los aminoacidos se muevan libremente (Bellissent-Funel et al. 2016).
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CONCLUSIONES

Para concluir se puede rescatar que el péptido Picturina — 2 comparte propiedades
fisicoquimicas similares con los péptidos antimicrobianos que se encuentran en la
naturaleza, al igual que su estructura a helicoidal. Esto ayuda de gran manera a
entender el mecanismo de accion que tendra el péptido frente a membranas
bacterianas. De igual manera, saber que el péptido presenta una alta afinidad con las
siguientes moléculas: N-acetilmuramoil-L-analina amidasa, subunidad B de la ADN
girasa, porina F de la membrana externa, proteinasa aspartica secretada nos ayudara
para las siguientes técnicas enfocadas a los farmacos asistido por computadora,
como la simulacion de dinamica molecular y fases mas posteriores como las fases

preclinicas.
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FIGURAS

Figura 1. Diagrama de rueda helicoidal del péptido Picturina — 2 generado con

HeliQuest.

Los residuos cargados positivamente se representan en azul, los residuos
hidrofébicos estdn en amarillo y su cara hidrofébica se encuentra debajo de la rueda;
los residuos neutros estan en gris, y la Asp y GlIn, estdn en rosa; mientras que la Pro
se encuentra en verde. La flecha representa el momento hidrofébico helicoidal;

extraido de (HeliQuest 2022).




41

Figura 2. Prediccion de la estructura secundaria final de la Picturina — 2

obtenida de Jpred.

Jnet es la estructura secundaria final; donde los guiones representan los “random
coils”; las H de color rojo representan las a-hélices. Jhmm arroja una prediccion
basada en el perfil de modelo oculto de Markov (HMM); representando lo mismo que
Jnet. Lupas arroja la prediccion de “Coiled-coil”; tamano de ventana de 14, 21 y 28;
donde el guion representa una probabilidad de >50 %; la c representa una
probabilidad % 50=x<90 %, la C representa una probabilidad de >90 %. Jnet_25,
Jnet_5 y Jnet_0 arroja una prediccion de acceso del solvente a dichas regiones
(Burial regions); donde la B representa las regiones hidrofébicas donde el solvente
(en este caso agua) con una probabilidad del 25 %, 5 % y 0 % va a poder acceder.
Por dltimo, Jnet Rel arroja la confiabilidad del algoritmo, donde varia, de 0 a 9,
siendo el numero que mas se acerque al 9, dicho estado conformacional es viable;

extraido de (Drozdetskiy et al. 2015).

jp_PndlGsA : GVFKDALKQFGAALLDKAANALKPK : jp_PndlGsA

H 11-------- 21--- :
OrigSeq : GVFKDALKQFGAALLDKAAMNALKPK : OrigSeq
Inet : --HHHHHHHHHHHHHHHHHHH---- : Jnet
Jhmm : --HHHHHHHHHHHHHHHHHHH---- : jhmm
Lupas 14 e : Lupas 14
Lupas 21 e : Lupas 21
Lupas 28 e : Lupas 28
Inet_25 e EB--BEBE-BBE--BEB------ : Jnet_25
IJnet 5 Tommm e — - BE--BB---------- : Jnet_5
Inet 8 e : Jnet_ @

Jnet Rel 1 99489995995999999999746599 : Inet Rel
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Figura 3. Prediccion de la estructura secundaria final de la Picturina— 2 obtenida

de PredictProtein.

RePROF es la estructura secundaria final; donde las lineas horizontales de color azul
representan las a-hélices; las lineas de color amarillo representan “otros”. RePROF
de accesibilidad del solvente; siendo el color azul una zona expuesta frente al
solvente; el color amarillo una zona inasequible frente al solvente. Regiones
intrinsecamente desordenadas del metatrastorno representa el nivel de confianza,
representando el nivel de confianza bajo, de color azul, y el nivel de confianza medio,
de color purpura. PROFbval identifican los sitos activos como rigidos; los residuos
coloreados en azul marcan los valores B mas bajos (mas rigidos); de color purpura
marcan los valores B intermedios; de color amarillo marcan los valores B més altos;

extraido de (PredictProtein 2020).

Predicted Features

¥ Secondary Structure (RePROF) I
b Solvent Accessibility (RePROF)

¥ Topology (TMSEG)

» Disordered Region (Meta- e —
Disorder)

[ Ll DR e (0l I I

} Protein Binding (ProNA)
» DNA Binding (ProNA)
» RNA Binding (ProNA)
» Disulfide Bond (DISULFIND)

» Conservation (ConSeq)
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Figura 4. Prediccion de la estructura secundaria final de la Picturina — 2 obtenida

de GORA4.

Las letras ¢ minusculas de color amarillo representan “random-coil”; mientras las
letras h minusculas de color azul representan a-hélices; por ultimo, las letras “e”

minusculas de color rojo representan “extended-strand “. Extraido de (Prabi 2020)

1 28

I I
GWF KDALEQF GAAL LD EAAMNAL KPR
hhhhhhhhhhhhhhocee

Sequence length : 25

R4
Alpha helix (Hh) : 14 is 56.88%
32 helix (Gg) B is B . Be
FPi helix (Ii) a8 is & . e
Beta bridge (Bb) @8 is B . Be%
Extended strand (Ee) 2 is 3. 8e%
Beta turn (TE) 8 is B . e
Bend region ( h| 8 is B . e
Random coil ( 3 9 is 36.08%
ambigucus states () : B is & . BeE

Other states : B is 8 . e
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Figura 5. Prediccion de laestructurasecundariafinal de la Picturina— 2 obtenida

de I-TASSER.

La conformacion a-helix esta representado con las letras de “h” de color rojo, mientras
la conformacion “random coils” por la letra ¢ mayuscula de color negro. El término de
“conf. Score”, arroja la confiabilidad del algoritmo, donde varia, de 0 a 9, siendo el
namero que mas se acerque al 9, dicho estado conformacional es viable. De igual
manera, arroja una prediccion acceso del solvente (en este caso, agua
principalmente) a los diferentes aminoacidos de la secuencia; donde varia, de 0 a 9,
siendo el nimero que mas se acerque al 9, estd mas expuesto al solvente. Extraido

de (Zhong Lab 2020)

Predicted Secondary Structure

28

Sequence GVWFEDAL KQFGAAL LDEAAMNALKPE
Prediction CCHHHHHHHHHHHHHHHHHHRCCCC
Conf.S5core 92368899998899999893861 2899

H:Helix; S:Strand; C:Coil

Predicted Solvent Accessibility

20

Sequence GVFKDALKQFGAALLDKAANALKPK
Prediction 7434521552233114433643578

Values range from @ (buried residue) to 9 (highly exposed residue)
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Figura 6. Proyeccion molecular de la Picturina — 2 obtenida mediante el

programa PyMOL.

La conformacion a-hélice esta representada con el color rojizo (3-21/, ss="H”");
mientras las “random coils” de color verduzco (1-2/, ss=" L” y 22-25/, ss=" L"). El
terminal N esta a la izquierda y el terminal C esta a la derecha. La figura esta

representada en formato “cartoon”.
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Figura 7. Visualizacion molecular de la estructura optimizada y energéticamente

estable de la Picturina — 2 obtenido en Gaussian09.

Figura 8. Complejos de proteina-ligando formados entre. a) “Penicillin-binding

protein 2a”- 2PIC y b) AmiA - 2PIC.

La interaccién de mayor afinidad entre el péptido antimicrobiano 2PIC y las enzimas
seleccionadas para el microorganismo S. aureus esta representada visualmente con

la imagen b).
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Figura 9. Complejos de proteina-ligando formados entre. a) GyrB— 2PIC y b)

“Penicillin-binding Protein 1b” — 2PIC.

La interaccion de mayor afinidad entre el péptido antimicrobiano 2PIC y las enzimas
seleccionadas para el microorganismo E. coli esta representada visualmente con la

imagen a).
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Figura 10. Complejos de proteina-ligando formados entre. a) OmpC- 2PIC, b)

OmpF-2PIC y c) AmpD-2PIC.

La interaccion de mayor afinidad entre el péptido antimicrobiano 2PIC y las enzimas

seleccionadas para el microorganismo C. freundii esta representada visualmente con

la imagen b).
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Figura 11. Complejos de proteina-ligando formados entre. a) Exo-B-(1,3)-

glucanasa — 2PIC y b) Proteasa aspartica secretada — 2PIC.

La interaccion de mayor afinidad entre el péptido antimicrobiano 2PIC y las enzimas
seleccionadas para el microorganismo C. albicans esta representada visualmente

con la imagen b).
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TABLAS

Tabla 1. Valores de Propiedades Fisicoquimicas del Péptido Picturina - 2

Extraidas del Servidor PepCalc y Bachem

Servidor PepCalc Servidor Bachem
Propiedades Valor Valor
Numero de Residuos 25 25
Peso molecular 2615,08 (g/mol) 2615,11 (g/mol)
Coeficiente de Extincion 0Mlcm? 0Mtcmt
Punto Isoeléctrico pH 10,53 pH 10,41
Carga neta a pH neutro +3,00 +3,00

Buena solubilidad en

Solubilidad Estimada —
agua

Hidrofilicidad promedio - 0,19

Nota. La atribucion de derechos de autor frente a dichos valores es el servidor PepCal y

Bachem (PepCalc 2020; BACHEM 2020).

Tabla 2. Secuencias, Peso Molecular, Carga Neta y Porcentaje Hidrofobico de

Aminoécidos de los Péptidos Estandares y el de Interés

Residuos
Peso Carga
Péptido Secuencia hidrofébicos  H?
molecular neta
(%)

Magainin -

GIGKFLHSAKKFGKAFVGEIMNS 2466 43 +3
-2 0,58
Buforina

RAGLQFPVGRLLRRLLRRLLR 2560 47 0,0 +7

-2
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Picturina

, GVFKDALKQFGAALLDKAANALKPK 2819 56 019 +3

Nota. Atribucidn de derechos de autor frente a dichos valores (Kim et al. 2014).

2 La hidrofobicidad media (H) es la hidrofobicidad total (suma de todos los indices de

hidrofobicidad de los residuos) dividida por el nimero de residuos.

Tabla 3. Actividades Antimicrobianas de los Péptidos Estandares y el de

interés en Condiciones Estandar de Ensayo de Actividad Antimicrobiana

MIC (mg/L)?
Microorganismos
Magainin — 2 Buforina — 2b Picturina — 2

Bacterias Grampositivas

S. aureus 8 2 >512
Bacterias Gramnegativas

E. coli 32 4 128

C. freundii - - 128
Hongos

C. albicans 4 2 >512

Nota. Atribucion de derechos de autor frente a dichos valores (Kim et al. 2014).

2 MIC significa la concentracion inhibitoria minima, siendo la concentracion mas baja (en
pug/mL) de un antibiético en la que inhibe el crecimiento de una determinada cepa de bacterias

(Kowalska-Krochmal y Dudek-Wicher 2021).



Tabla 4. Valores de Afinidad entre la Picturina - 2 y Diferentes Enzimas

Afinidad
Microorganism
Enzima (kcal/mol) —
0
Picturina — 2
“Penicillin-binding
-6,3
S. aureus protein 2a”
AmiA -7,3
GyrB -7,8
E. coli “Penicillin-binding
-5,4
Protein 1b”
OmpC -7,9
C. freundii OmpF -8,0
AmpD -6,0
Exo-B-(1,3)-
-5,9
glucanasa
C. albicans Proteasa
aspartica -6,4
secretada
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Nota. Los diferentes valores de afinidad fueron generados a partir del programa AutoDock

Vina (Trott y Olson 2010).



