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Resumen y Abstract VI

Resumen

Debido a la creciente resistencia que presentan algunos organismos patégenos a diferentes
antimicrobianos se ha aumentado la necesidad de encontrar nuevos compuestos antimicrobianos
como opciones de tratamiento. En respuesta, se han adoptado nuevos enfoques alternativos, entre
los cuales se encuentran el uso de péptidos antimicrobianos (AMPSs). Los AMPs son una parte
natural del sistema inmunolégico de todos los organismos, diversos estudios han demostrado que
los AMPs presentan gran ventaja en comparacion con los antibiéticos habituales basados en su
actividad de amplio espectro, mecanismos de accion, selectividad de las células huésped y menor
probabilidad de generar resistencia. Por estas razones, esta investigacion se enfocé en la
identificacion, seleccion, modificacién y evaluacion de AMPs in silico encontrados en el proteoma
de virus, bacterias y hongos mediante el uso de herramientas bioinformaticas y de inteligencia
artificial especificas que valoraron pardmetros como estructura, capacidad hemolitica, toxicidad,
capacidad de union a membranas, su potencial como antimicrobianos y su posible efecto
anticancerigeno y de penetracion celular. Por consiguiente, se espera que los nuevos péptidos
encontrados en este estudio sean candidatos a futuros ensayos in vitro e in vivo como una

alternativa efectiva a los antibiéticos tradicionales.

Palabras clave: Péptidos antimicrobianos, resistencia antimicrobiana, proteomas, virus, bacterias,

hongos, bioinformatica, inteligencia artificial.
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Abstract

Searching and design of antimicrobial peptides in silico through the analysis of proteomes

of viruses, bacteria and fungi

Due to the increasing resistance of pathogenic organisms have developed to various antimicrobials,
the need to find new antimicrobial compounds as treatment options has increased. In response,
new alternative approaches have been adopted, among which are the use of antimicrobial peptides
(AMPs). AMPs are a natural part of the immune system of all organisms, several studies have
shown that AMPs have a great advantage compared to usual antibiotics based on their broad-
spectrum activity, mechanisms of action, host cell selectivity, and are less likely to generate
resistance. For these reasons, this research aimed to the identification, selection, modification, and
evaluation about in silico AMPs found in the proteome of viruses, bacteria, and fungi through the
use of specific bioinformatics and artificial intelligence tools that assessed parameters such as
structure, hemolytic capacity, toxicity, membrane-binding capability, their potential as
antimicrobials, and their possible anticancer and cell-penetration effects. Therefore, the novel
peptides found in this research are expected to be candidates for future in vitro and in vivo trials as

an effective alternative to traditional antibiotics.

Keywords: Antimicrobial peptides, antimicrobial resistance, proteomes, viruses, bacteria, fungi,

bioinformatics, artificial inteligence.
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Introduccion

El descubrimiento y la aplicacion de farmacos en la practica clinica representd un avance
revolucionario e importante de la medicina para el control de las enfermedades infecciosas,
elevando considerablemente la esperanza de vida de las personas y salvando millones de ellas.
Ademas, los medicamentos han contribuido al éxito en diversos campos clinicos donde se
encuentran enfermedades bucales, gastrointestinales, respiratorias, dseas, articulares y de los ojos,
cicatrizacion de heridas, problemas de la piel entre otras, donde las infecciones tienen alta
prevalencia (Luong et al., 2020). No obstante, el uso indiscriminado de antibidticos potentes y de
amplio espectro ha generado altas tasas de resistencia antimicrobiana (Schmidt, 2017), siendo esta
una de las causas de muerte mas importante alrededor del mundo, ya que la efectividad de los
antibioticos se ve afectada por la aparicion de microorganismos resistentes y multirresistentes, lo
que hace necesario cambiar el enfoque para su tratamiento. En relacion con lo anterior, los
antimicrobianos utilizados en la medicina veterinaria tienen gran similitud con las moléculas
usadas en la medicina humana, sin embargo, su uso como promotores de crecimiento e inadecuado
manejo supone un riesgo para la salud, ya que la cadena alimentaria es una de las principales
fuentes de propagacion de cepas, transmision de residuos antimicrobianos y su capacidad de
resistencia (Espinosa et al., 2019; Rodriguez y Méndez, 2021). Otra razon para que la resistencia
a los antibioticos aparezca tan rapido es que la mayoria de los antibi6ticos actuales se han
desarrollado a partir de compuestos producidos por microorganismos ambientales, reportes de la
ultima década indican la presencia de genes de resistencia a antibioticos en muestras de suelos
antiguos de México, EE.UU. y Canada, que datan de 5.000 a 4 millones de afios (Bhullar et al.,
2012, D’Costa et al., 2011; Perron et al., 2015). Estos resultados confirman que la resistencia
microbiana es un proceso natural, antiguo, e inevitable y es producto de las interacciones dinamicas
y competitivas de los microorganismos que se han transmitido a través de genes de resistencia y
les ha contribuido significativamente a su supervivencia y, por lo tanto, no responde Unicamente a

la presion selectiva debida al uso de antibiéticos en la practica médica.
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Durante el afio 2020 la humanidad vivio una dificil situacion sanitaria debido a una pandemia
provocada por el virus SARS-CoV-2, y que, gracias al enorme esfuerzo de grandes laboratorios
cientificos, gobiernos y empresas farmacéuticas en todo el mundo, se han podido desarrollar
vacunas contra este patdgeno en muy poco tiempo (Quintero, 2021). Sin embargo, ain podrian
existir otros microorganismos de este tipo que son ignorados y que podrian ser fatales para la

humanidad, por lo cual no se tiene un objetivo claro sobre como afrontar este tipo de eventos.

Frente a esta situacion, los péptidos antimicrobianos (AMPSs) se han convertido en una alternativa
prometedora para tratar las enfermedades causadas por diversos microorganismos y para enfrentar
la creciente resistencia a los antimicrobianos. En enero de 2024, la base de datos de péptidos
antimicrobianos APD3 reporta 3940 péptidos, que incluyen 3146 AMPs, de los seis reinos de la
vida, de la siguiente manera 383 bacteriocinas (antibioticos peptidicos de bacterias), 5 de arqueas,
8 de protistas, 29 de hongos, 250 de plantas y 2463 de animales, Ademéas 190 AMPs predichos y
314 sintéticos con diferentes actividades inhibitorias. Su funcion como moléculas claves de la
inmunidad innata justifica su potencialidad como agentes terapéuticos antiinfecciosos, ademas los
AMPs son altamente selectivos y pueden distinguir entre las dianas microbianas y las células
huésped. Son capaces de evadir los mecanismos clasicos de resistencia de los agentes infecciosos

a diferencia de los medicamentos convencionales (Vazquez et al., 2018).

Asimismo, los estudios sobre los AMPs y sus aplicaciones se han convertido en una parte clave en
las areas de ciencia agricola, biologia, medicina y fisiologia, ademas de tener aplicaciones
potenciales en medicina y en produccion animal (Xiao et al., 2015). El potencial de estas moléculas
para regular el sistema inmunolégico esta incrementando y podrian actuar en terapias directas o
indirectas a través de la inmunomodulacion. Por ejemplo, se ha demostrado que el péptido
antimicrobiano catelicidina D-CATH2-2 modula el sistema inmunolégico y, por lo tanto, genera
una proteccion parcial contra la infeccién por Escherichia coli, sin ningln signo adverso a este

componente (Cuperus et al., 2016).

Por otro lado, durante las dltimas tres décadas, ha surgido un interés significativo en aprovechar
terapéuticamente los péptidos antimicrobianos derivados de células humanas (CHDP) por sus
siglas en ingles. Desde 2017, se han publicado unos 5,000 articulos en esta area de investigacion
(Mookherjee et al., 2020). Hasta la fecha se encuentran publicados mas de 18.000. de la misma

forma Ji et al., (2024), en su trabajo menciona algunos péptidos en ensayos clinicos como agentes



Introduccién 17

antimicrobianos, con actividad en el tratamiento de heridas e infecciones, agentes antifungicos e
inhibicion de bacterias gramnegativas, entre otras. Aunque estos todavia se limitan al tratamiento

local, se impulsa a que se debe realizar més investigacion para la aplicacion basica y clinica.

Hasta cierto punto, los péptidos antimicrobianos son una buena alternativa farmacéutica, pero son
sensibles ante las condiciones ambientales, muchos de ellos tienen potencial de toxicidad, pueden
generar alergias y su costo a nivel industrial puede ser muy elevado (Pfalzgraff et al., 2018). Para
abrir las aplicaciones clinicas, es necesario e importante desarrollar analogos sintéticos de AMPs
y de larga duracion que superen las desventajas de los péptidos naturales y los problemas
potenciales para los candidatos a farmacos. Con el objetivo de acelerar el proceso de blsqueda,
disefio y evaluacion de péptidos con capacidad antimicrobiana y disminuir asi los costos de las
investigaciones in vitro, es conveniente el uso de aplicaciones de bioinformatica y de inteligencia

artificial.

La cAmara de comercio de Bogota en su informe en el sector farmacéutico de febrero de 2024,
afirma que el sector farmacéutico nacional se especializa en la fabricacion de medicamentos
genéricos, cubriendo aproximadamente el 80% de la demanda interna, lo que equivale al 12,5%
del Producto Interno Bruto (PIB). Sin embargo, la produccion entre enero y noviembre de 2023
experimento dificultades debido a problemas como la escasez de materias primas y los retrasos en
el transporte de insumos importados. Por otro lado, las exportaciones de medicamentos
colombianos han tenido un crecimiento sostenido desde 2019. Entre enero y noviembre de 2023,
el valor de estas exportaciones subié un 5,6% en comparacién con el mismo periodo del afio
anterior. Ademas, el volumen de productos exportados tuvo un incremento anual del 8,2%,
pasando de 52,6 mil toneladas en 2022 a 58 mil toneladas en 2023, sin embargo Organizaciones
como la Organizacién Mundial de la Salud, la Organizacion Panamericana de la Salud (OPS) y la
Comision Econémica para América Latina y el Caribe (Cepal) han solicitado a los paises a
implementar acciones urgentes para impulsar la produccién nacional de medicamentos, avanzando
hacia una mayor autonomia sanitaria, que se considera crucial en el contexto actual. En relacion a
lo anterior, este estudio aborda el proceso de seleccidn, analisis y modificacion de péptidos a nivel
informatico (In silico), identificados en proteomas de virus, bacterias y hongos. Para ello, se
empleo herramientas bioinformaticas que permiten determinar la efectividad y viabilidad de estos

péptidos como posibles agentes antimicrobianos. El propdsito es llevar estos hallazgos a una fase
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de pruebas en laboratorio (In vitro) y, con el tiempo, avanzar hacia ensayos clinicos que impliquen
pruebas en organismos vivos (In vivo). La meta final es que, si los resultados son exitosos, estos
péptidos puedan ser producidos y utilizados a gran escala para el tratamiento de infecciones

microbianas.
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1. Objetivos

1.1 Objetivo general
Determinar péptidos antimicrobianos (AMPS) in silico mediante el analisis de proteomas de

virus, bacterias y hongos.

1.2 Objetivos especificos

= |dentificar AMPs encriptados en los proteomas con herramientas bioinformaticas.
= Caracterizar los nuevos AMPs a partir de secuencias obtenidas de los proteomas.

= Optimizar la actividad antimicrobiana de los AMPs promisorios mediante herramientas

de inteligencia artificial in silico.



Busqueda y disefio de péptidos antimicrobianos in silico mediante el anélisis de proteomas 20
9de virus, bacterias y hongos

2. Marco tedrico

2.1. Resistencia a los antimicrobianos

La resistencia puede definirse como un mecanismo para la conservacion al que acuden algunos
microorganismos en respuesta a uno o varios antimicrobianos, por medio de mecanismos de accion

que disminuyen considerablemente la capacidad inhibitoria que poseen los farmacos (Bisso, 2018).

La resistencia a los antimicrobianos ha sido también llamada epidemia silenciosa y es considerada
la responsable de 700.000 muertes en todo el mundo anualmente (Da Silva et al., 2020). Se ha
descrito un grupo de bacterias que han demostrado su capacidad para evadir los efectos de casi
cualquier antimicrobiano y causar infecciones hospitalarias (Chavez, 2020). Dentro de este grupo
se encuentran seis patdgenos nosocomiales Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus,
Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa y Enterobacter spp.,
denominados de acuerdo a su acronimo como ESKAPE (Mulani et al., 2019). Se estima que para
el afio 2050, la resistencia sea la responsable de provocar aproximadamente 10 millones de muertes
anuales en el mundo (Organizacion Panamericana de Salud, 2021). Ademas, se debe tener en
cuenta que este es un fendmeno que aparece de forma natural debido a diferentes mecanismos,
generalmente por modificaciones genéticas donde las vias de adquisicion de la resistencia se
generan mediante mutaciones en el cromosoma o por el intercambio de genes de resistencia; pero
este proceso natural, puede acelerarse por el uso inadecuado de los antimicrobianos, tanto en

humanos como en la produccion agropecuaria (Minsalud, 2018; Quifiones, 2017).

Hace menos de 100 afios con la aparicion de los antibidticos y su implementacion en la practica
clinica, se establecieron intervenciones trascendentales en el tratamiento y control de
enfermedades infecciosas, aumentando considerablemente la esperanza de vida (Martinez, 2020;

Organizacion Panamericana de Salud, 2019). La diversidad de los antibidticos ha sido til para
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combatir diferentes tipos de microorganismos logrando salvar un sinndmero de vidas. Sin
embargo, su uso incorrecto para tratar enfermedades que no son causadas por bacterias, su
almacenamiento incorrecto, la automedicacion, la interrupcion de los tratamientos, no cumplir con
la dosis y el tiempo indicado (Quintero, 2021), ha generado varios mecanismos de resistencia en
organismos patégenos y no patdgenos, disminuyendo asi la accion de los farmacos comdnmente
utilizados durante afios para su tratamiento, provocando incluso la muerte (Lopez et al., 2022).
Esta problematica también se ve reflejada en la crianza de animales, puesto que algunas drogas se
prescriben cuando no se las requiere o se aplican a dosis subinhibitorias, o cuando la duracion del
tratamiento es inapropiada y en algunos paises se ha utilizado como promotores de crecimiento
para la cria intensiva de animales de consumo (Nastro, 2019). Los antibidticos erradamente
utilizados pueden favorecer la aparicion de resistencia, ya sea en los sectores de la salud humana,
produccion animal o agricola, puesto que aqui se seleccionan genes que facilmente son
transferibles desde bacterias ambientales a patégenos de animales y de humanos. Posteriormente,
estos microorganismos con resistencia pueden dispersarse sutilmente entre humanos, animales y
el ambiente (Martinez, 2020).

En el caso de las bacterias, los genes o grupos de genes de resistencia se pueden transmitir
horizontalmente entre individuos de la misma especie y entre individuos de diferentes especies,
generalmente mediante plasmidos, integrones y transposones; esta Ultima ocurre a través de
conjugacion, transformacién o transduccion, siendo la forma mas comun, ya que los transposones
son elementos genéticos que pueden movilizarse dentro y fuera del cromosoma facilitando la
incorporacion de genes de resistencia maltiple al genoma o a plasmidos (Bisso, 2018; Lépez et al.,
2016; Serra, 2017).

Los mecanismos de resistencia bacteriana a los antibidticos incluyen la inactivacion de los
antibidticos por hidrélisis, alteracion del sitio blanco de accion del antibiotico, evitando que pueda
acceder al sitio blanco y la expulsion del antibidtico desde interior de la célula a través de
transportadores y bombas de eflujo unidos a la membrana. Los mecanismos de resistencia ocurren
principalmente como resultado de mutaciones de genes y / o transferencia lateral de genes de
resistencia de otros patogenos (Penesyan et al., 2015). Estos mecanismos se han visto favorecidos

porque la mutacion de los microorganismos avanza considerablemente en comparacion con el
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descubrimiento de nuevos antimicrobianos, dando lugar a la disminucion de la susceptibilidad
(Contreras et al., 2021).

En los inicios de la era de los antibi6ticos se creia que al conocer los mecanismos de resistencia
de los microorganismos se podria contrarrestar ese efecto mediante la sintesis de nuevos
compuestos, sin embargo, el uso de antibidticos en concentraciones subterapéuticas durante largos
periodos de tiempo favorecio el desarrollo de cepas resistentes y generaron un fuerte impacto al

modificar la microbiota natural de organismos y ambientes (Belloso, 2009).

En este contexto, la resistencia a los antimicrobianos se considera un grave problema de salud
publica y requiere de atencion por parte de los entes gubernamentales, educativos, la industria
farmacéutica y sectores relacionados con investigacion e innovacion para la busqueda de
soluciones donde los péptidos antimicrobianos son una alternativa prometedora a los

antimicrobianos.

2.2. Péptidos antimicrobianos

Los péptidos antimicrobianos (AMPs) fueron descubiertos por primera vez en 1922, son moléculas
cortas efectoras del sistema inmune innato, que se encuentran en la mayoria de organismos, desde
bacterias hasta mamiferos (Téllez y Castafio, 2010). La mayoria son cationicas y anfifilicas que
exhiben una notable selectividad por las bacterias, tienen baja citotoxicidad y las bacterias han
mostrado poco potencial para el desarrollo de resistencia (Makhlynets y Caputo, 2021). Los AMPs
actian como moléculas efectoras del sistema inmune en defensa del huésped, intervienen en el
control de infecciones, inflamacién, angiogénesis, reclutamiento celular y también fungen como
agentes anticancerigenos (Wuerth, 2017). De igual manera pueden tener actividades
antibacterianas, antiviral, antifngica, antiparasitarias y anticancerigenas que enfatizan en las
funciones inmunomoduladoras con propiedades quimiotacticas, apoptoticas y de cicatrizacion de
heridas (Wang, 2017).
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2.3. Clasificaciéon de los AMPs

Los AMPs se pueden clasificar segun la longitud, los mas cortos contienen solo 2 amino &cidos,
mientras que el péptido mas corto (sin conjugacidon), contiene solo 5 aminoacidos. Alrededor del
90% de los péptidos se componen con menos de 50 aminoacidos (Wang, 2017). También se
pueden catalogar en relacion con su carga en péptidos catiénicos, neutros y anionicos, entre +2 a
+9 a pH fisioldgico. Sin embargo, estos péptidos naturales difieren significativamente en secuencia
y estructura (Mookherjee et al., 2020)

De acuerdo con su estructura tridimensional pueden clasificarse en péptidos alfa hélice, péptidos
hoja beta o en péptidos extendidos/flexibles (Kumar et al., 2018). Los péptidos de hélice a (Figura
1) contienen residuos de alanina, leucina y lisina para estabilizar la hélice, pero no contiene
residuos de cisteina, entre estos se encuentran las magaininas, cecropinas, temporinas, fowlicidinas

y melitina (Tornesello et al., 2020).

Figura 1: Estructura a-hélice de algunos péptidos antimicrobianos
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Estructura tridimensional de péptidos de la familia a-hélice A. Caenopore-5 (Caenorhabditis elegans), B Distintina
(AMPs doble cadena de ranas), C Catelicidina (humanos), D. Pardaxina (pez), E. LL-37 (humanos), F. Aureina (ranas
australianas) (Wang, 2010).

El grupo de hoja B (Figura 2) son ricos en prolina, glicina, triptéfano, arginina o histidina y
contienen de dos a diez residuos de cisteina que forman hasta cinco puentes disulfuro, aqui se
incluyen defensinas de humanos, plantas e insectos, plectasina, lactoferricina, taquiplesina y

tanatina (Tornesello et al., 2020).

Figura 2: Estructura hoja 3 de algunos péptidos antimicrobianos
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Estructura tridimensional de AMPs de la familia . (A) HNP-1 (Protein Data Bank (PDB) ID: 3GNY); (B) HNP-3
(PDB ID: 1DFN); (C) HNP-4 (PDB ID: 1ZMM); (D) HD-5 (PDB ID: 1ZMP); (E) HD-6 (PDB ID: 1ZMQ); (F) hBD-
1 (PDB ID: 11JV) (Wang, 2010)

Los péptidos flexibles o extendidos (Figura 3) son generalmente lineales, contienen aminoacidos
poco frecuentes e incluyen tritrpticina, PR-39, histatinas, bactenecinas e indolicidina, siendo esta
Gltima la unica molécula activa frente a las membranas de los organismos patdégenos (Tornesello
et al., 2020).
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Figura 3: Estructura de AMPs flexibles de algunos péptidos antimicrobianos

©)

ws RO
Estructura de AMPs flexibles. A Indolicidina bovina; B. Tripticina; C. PW2 D. Lactoferrina B2 (Wang, 2010).

2.4, Caracteristicas de los AMPs

Generalmente, los AMPs son moléculas pequefias aproximadamente de 2 kDa, contienen residuos
de aminoacidos hidrofobicos o apolares, estructuras de hélices alfa, momento hidrofébico y
anfipaticidad (Lima et al., 2021). Estan codificados en el genoma, se producen mediante el proceso
normal de traduccién ribosémica de un molde de ARNm. El primer producto suele ser una

preproteina que luego se procesa hasta la longitud final del AMP activo (Mejia et al., 2020).

El mecanismo de accion que los AMPs utilicen dependera de su longitud y de su composicion. La
longitud también influira en la capacidad de atravesar completamente la membrana bacteriana
(Chu-Kung et al., 2010). La cantidad de aminoacidos presentes en los AMPs influyen

significativamente en su estructura secundaria y en su mecanismo de accion (Cardillo et al., 2018).
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La composicién de aminoacidos influye en las funciones de los AMPs dependiendo de los
aminoacidos en comun entre los objetivos y los mecanismos antimicrobianos (Weeks et al., 2021).
En este caso se puede mencionar, las diferencias en predominancia de aminoacidos en los AMPs
de acuerdo con su actividad; por ejemplo, los péptidos anticancerigenos son ricos en leucina,
glicina, serina y lisina, mientras que los péptidos quimiotacticos tienen alto contenido de cisteina,
glicina, treonina y arginina; los AMPs con actividad citotdxica, insecticida, anticancerigena o
antibacteriana tienen a la leucina como un aminoacido importante; los AMPs con actividad
quimiotéctica, antiparasitaria, antiviral o antifungica tienen mayor presencia de cisteina, en el caso
de AMPs con actividades quimiotécticas y antivirales el aminoécido que predomina es la arginina,
finalmente en AMPs espermicidas la alanina es el aminoacido en mayor cantidad (Mishra y Wang,
2012).

La carga eléctrica ejerce un efecto determinante sobre la actividad de los péptidos y depende de la
composicion de aminoacidos, la posicion y cantidad de residuos dentro de su estructura. Estudios
han demostrado la correlacion entre la carga y su influencia entre las interacciones peptidicas con
la membrana, efecto antimicrobiano, nivel de toxicidad y selectividad (Weeks et al., 2021). Los
AMPs cationicos pueden unirse e interactuar con las membranas celulares con carga negativa,
generando un cambio del potencial electroquimico, provocando un dafio y facilitando la
penetracion de moléculas mas grandes como proteinas, destruyendo la morfologia celular y las

membranas, provocando finalmente la muerte (Lei et al., 2019).

La hidrofobicidad influye directamente en las interacciones péptido-membranas microbianas, al
estar relacionada con la capacidad de penetracion de la bicapa lipidica y el grado de interaccion
(Pasupuleti et al., 2012). La interaccion entre los grupos cargados y los residuos hidrofébicos es
compleja, ya que el grado y el posicionamiento de la carga positiva juega un papel importante en
el reconocimiento y la adhesion a la membrana, mientras que la hidrofobicidad es esencial para la
insercion, interrupcién o transposicion adecuada de la membrana (Weeks et al., 2021).La
anfipaticidad hace referencia a la distribucion y abundancia entre residuos hidrofobicos e
hidrofilicos presentes en la estructura primaria, siendo una caracteristica determinante en la
actividad antimicrobiana ligada a la estructura 3D. Sin embargo, a pesar de que la anfipaticidad

influye en la actividad antimicrobiana y en el nivel de toxicidad, no se puede establecer una
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relacion clara entre ellas, porque en algunos casos esta caracteristica ha mostrado efectos

contradictorios al ser comparados con diferentes péptidos antimicrobianos (Weeks et al., 2021).

2.5. Mecanismos de acciéon

Los AMPs juegan un papel importante en los sistemas inmunoldgico innato y en el inmunoldgico
adaptativo de los organismos superiores y son denominados péptidos de defensa del huésped
(HDP, por sus siglas en inglés), que se encuentran en los dos sistemas cumpliendo funciones
citotoxicas directas contra agentes infecciosos (Makhlynets y Caputo, 2021). Estos péptidos se
encuentran en la mayoria de especies y un solo organismo puede contener un nimero mayor a 24
péptidos diferentes, que se producen en grandes cantidades en los sitios de infeccion y / o
inflamacidn, confiriendo caracteristicas antisépticas de amplio espectro (Hancock y Diamond,
2000). Los AMPs actian directamente sobre los microorganismos, provocando la muerte o

favoreciendo el ataque de los macréfagos (Makhlynets y Caputo, 2021).

De igual manera, se ha demostrado que algunos AMPs, como LTX-315, inducen la liberacién de
antigenos tumorales y dafian potentemente los patrones moleculares asociados al causar
alteraciones en los organelos intracelulares de las células cancerosas. Asi mismo, varios péptidos
son capaces de causar toxicidad de las células cancerosas humanas al ser atraidos a fosfatidilserina
cargada negativamente, que se expone selectivamente en la superficie exterior de las membranas

plasmaticas de las células cancerosas (Tornesello et al., 2020).

Su naturaleza catiénica permite que su mecanismo de accién sea mediante la unién a los
lipopolisacéridos con carga negativa del patégeno, concentrandose en su membrana a través de
fuerzas de accidn electrostatica. Durante esta interaccion los AMPs adquieren una conformacion
tridimensional que optimiza la union a la membrana, por otra parte, debido a diferencias en la
composicion de la membrana celular entre organismos eucariotas y procariétas, su interaccion con
el objetivo evita efectos nocivos al huésped (Semreen et al., 2018). Los péptidos antimicrobianos
son conocidos por su capacidad para inactivar y matar microorganismos al desestabilizar sus
membranas. Sin embargo, nuevos datos sugieren que algunos AMPs también actGan a través de

mecanismos no liticos, es decir, sin romper las membranas. Estos mecanismos alternativos pueden
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implicar la inhibicién de la sintesis de proteinas, las funciones del ADN vy las enzimas

intracelulares esenciales, o la alteracion de la sintesis de la pared celular. (Scocchi et al., 2017).

De acuerdo con su efecto letal directo se pueden clasificar en péptidos dirigidos a la membrana y
péptidos no dirigidos a la membrana o con mecanismos de direccionamiento intracelular. En
ambos casos, es importante la interaccion con la membrana celular y necesaria para los efectos
antimicrobianos; en términos de selectividad se pueden clasificar en dos categorias principales
segun su funcionalidad: Péptidos citoliticos no selectivos, que pueden atacar tanto células de
mamiferos como microorganismos, y Péptidos citoliticos selectivos, que estdn dirigidos
exclusivamente contra bacterias Gram-positivas, Gram-negativas, hongos y virus, y no afectan a
celulas de mamiferos a concentraciones similares. Esta selectividad es un factor critico cuando se
utilizan estos péptidos en tratamientos medicos 0 como agentes antimicrobianos. (Segev-Zarko et
al., 2017).

Su actividad inicia por la atraccion electrostatica con la membrana; y debido a la naturaleza
anfipatica de los péptidos, algunos se insertan en la membrana o se pueden alinear de manera
paralela. Los que se insertan en la bicapa de las membranas, forman poros mediante mecanismos
de "duela de barril", o "poros toroidales”, mientras que los que se alinean de manera paralela
pueden causar un efecto detergente y generar nanovesiculas a partir de la membrana (Brogden,
2005).

2.6. Procedencia de péptidos antimicrobianos en diferentes
organismos

2.6.1 Péptidos antimicrobianos procedentes de bacterias

Las bacteriocinas son péptidos antimicrobianos producidos por bacterias y se clasifican en 3 clases
principales seguin sus propiedades estructurales y fisicoquimicas: bacteriocina de clase |,
bacteriocina de clase Il y bacteriocina de clase 111 (Negash y Tsehai 2020). Para las bacterias Gram
positivas, las bacteriocinas de clase I, conocidas como lantibioticos, se distinguen por la presencia

de anillos de tioéter. Los péptidos de clase Il no son lantibioticos y se dividen en cuatro subgrupos.
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Por ejemplo, las bacteriocinas similares a pediocinas, como la leucocina A y la divercina V41,
estan en la clase Ila. La clase Ilb incluye bacteriocinas con dos cadenas peptidicas separadas, como
la plantaricina JK y la lactocina 705. Los péptidos ciclicos forman parte de la clase llc. Los
péptidos lineales no pediocinicos restantes se agrupan en la clase 1ld, como la entericina Q y la
MR10 (Wang 2017).

Recientemente, se ha establecido una clasificacion para las bacteriocinas de bacterias Gram-
negativas. Los péptidos pequefios, de menos de 10 kDa, se conocen como microcinas y se dividen
en dos grupos principales. Las microcinas de clase |1 son muy pequefias, de menos de 5 kDa y las
microcinas de clase 11 son un poco mas grandes, entre 5y 10 kDa, y se subdividen en dos tipos:
clase lla y clase Ilb. (Wang y Zasloff 2010). Los péptidos de clase lla tienen enlaces disulfuro,
mientras que las microcinas de clase Ilb son lineales y cuentan con una modificacién quimica en

el extremo C (Duquesne et al., 2007).

2.6.2 Péptidos antimicrobianos producidos por hongos

Hay dos clases principales de AMPs producidos por hongos. La primera clase son los peptaiboles
de hongos del suelo de los géneros Trichoderma y Emericellopsis. Por lo general, constan de 15 a
20 aminoacidos con un alto contenido de acido aminoisobutirico. Ademas, el extremo N
generalmente contiene un acetilo, mientras que el extremo C tiene un hidroxilaminoécido. Por
tanto, se les da el apellido peptaiboles. Por otro lado, estdn los AMPs fungicos similares a las
defensinas que comunmente contienen maltiples enlaces disulfuro, como por ejemplo plectasina,

micasina-1 y copsina (Wang, 2017).

2.6.3 Péptidos antimicrobianos provenientes de virus

Algunos estudios han investigado el uso de péptidos derivados de virus con resultados
prometedores. Por ejemplo, Wang et al., (2017) desarrollaron un péptido dirigido a las células de
cancer de ovario HO-8910, (NPMIRRQ), utilizando el método de biopanning. Este péptido,
obtenido de una biblioteca de fagos M13 Ph.D.-7, demostro su capacidad para unirse
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selectivamente a células de cancer de ovario, sin unirse a células de cancer de cuello uterino. Este
comportamiento  fue confirmado mediante ensayos de inmunofluorescencia e
inmunohistoquimica. Por su parte, Zhou et al., (2015) crearon otro péptido dirigido a las células
de cancer de ovario HO-8910, (SWQIGGN), que fue seleccionado de una biblioteca de fagos
Ph.D.-C7C. Este péptido mostrd su capacidad para controlar la migracion, la viabilidad, la
capacidad de adhesion, la invasion y el crecimiento tumoral del cancer de ovario in vivo. Bignone
et al., (2014) desarrollaron péptidos utilizando la técnica de presentacion de fagos para identificar,
aislar y expandir células madre pluripotentes deseadas a partir de una mezcla de lineas celulares
hPS provenientes de donantes sanos y enfermos. Los péptidos seleccionados, EWLFEFPTPVDA
y DWIATWPDAVRS, demostraron una mayor afinidad por las células progenitoras embrionarias
en comparacion con péptidos de control como RGD y biotina, como se demostrd en un ensayo de

inmunofluorescencia.

2.6.4 Péptidos antimicrobianos derivados de otros organismos

Las defensinas son AMPs que se encuentran en animales y plantas, también existen péptidos
similares producidos por hongos. Las vias de sefializacion inmunoldgica en estos organismos
regulan la expresién génica de los péptidos incluyendo receptores celulares que reaccionan a
patrones moleculares asociados a patégenos. Después del reconocimiento del patdgeno, se activan
las vias de sefializacion y, posteriormente, los factores transcripcionales. Las defensinas actdan

como inmunomoduladores y atractores de células inmunes (Contreras et al., 2020).

Los AMPs de plantas llamados defensinas tienen entre 45 a 54 aminoécidos, son ricos en cisteinas,
caracteristica que les permite formar estructuras con una alta estabilidad quimica, proteolitica y
térmica (puentes disulfuro). Aunque los AMPs poseen diferencias en longitud, composicion de
aminoacidos y estructura tridimensional tienen caracteristicas importantes que se relacionan con

actividades como antifuingicos o antibacterianos (Cardillo et al., 2018; Mufioz et al., 2020).

Las cecropinas derivadas de insectos se encuentran en los gusanos de seda, las abejas y en la

Drosophila, tiene diferentes actividades contra enfermedades inflamatorias y cancerigenas (Dutta
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et al., 2019). Los AMPs varia mucho entre especies, por ejemplo, la mariquita arlequin invasora
(Harmonia axyridis) y la mosca soldado negra (Hermetia illucens) tienen hasta 50 AMP, mientras
que el pulgdn de los guisantes (Acyrthosiphon pisum) carece de AMPs (Shelomi et al., 2020).
Jellein, un péptido derivado de la jalea real de abeja, tiene efectos sobre varias bacterias y hongos,
y en su forma conjugada con &cido laurico puede inhibir el parasito Leishmania major (Zahedifard
et al., 2020).

En insectos, los microorganismos patogenos al lograr traspasar las primeras barreras de proteccion
activan un segundo sistema de mecanismo de defensa méas complejo, que es el sistema inmune
sistémico, que produce péptidos y enzimas bacterioliticas. En dicho sistema se encuentra la sintesis
de péptidos antimicrobianos que tiene dos mecanismos de defensa, el primero es el sistema de la
profenoloxidasa también presente en crustaceos, que lleva a cabo su accién a través de la
melanizacion y consecuente inactivacion de los agentes agresores; y el segundo es el mecanismo
de coagulacion de la hemolinfa que produce la inmovilizacion de los elementos nocivos en la zona

de invasion o atague (Medina y Fernandez, 2014).

2.7 Potencial de los péptidos antimicrobianos

Los péptidos antimicrobianos tienen un amplio espectro de accién contra bacterias, hongos, virus
y pueden actuar como agentes anticancerigenos, ademas la probabilidad de desarrollo de
resistencia es menor en comparacion con los antibidticos convencionales; de igual manera, su
efecto quimiotactico le permite una conexion entre la inmunidad innata y la adaptativa (Lei et al.,
2019; Rivas et al., 2006).

El potencial y aplicaciones de los AMPs son casi ilimitados, ya que en la naturaleza se han
caracterizado miles de estas moléculas, ademas, por la via sintética se pueden obtener millones de
posibles péptidos con actividad farmacoldgica (Tonarelli y Simonetta, 2013). El disefio y seleccién
se deberian basar en caracteristicas como la permeabilizacion de la membrana, actividad bioldgica,
farmacocinética, citotoxicidad, susceptibilidad a la resistencia adquirida para fortalecer la eficacia
terapéutica del posible farmaco, en comparacion con los ya existentes comercialmente (Starr y

Wimley 2017). Son necesarios los conocimientos sobre las metodologias in silico y el disefio



Busqueda y disefio de péptidos antimicrobianos in silico mediante el analisis de proteomas 32
9de virus, bacterias y hongos

racional de péptidos ya que permiten aumentar la variabilidad, especificidad y la actividad
antimicrobiana, puesto que sus propiedades naturalmente son benignas, pero se sintetizan en bajos
niveles dentro del organismo huésped. Por lo tanto, existe una necesidad urgente de aumentar el
rendimiento de estos elementos de defensa, con una nueva generacion de agentes antiinfecciosos

de gran potencial para su produccién masiva, econémica y eficiente (Da Cunha et al., 2017).

Los AMPs han despertado un especial interés como potenciales candidatos a farmacos debido a su
amplio espectro de actividad y a su capacidad para superar la resistencia bacteriana. Esto se debe
a que su accion se dirige a los componentes lipidicos de la membrana de los patégenos invasores,
lo que limita el desarrollo de la resistencia, a diferencia de los medicamentos tradicionales
(Semreen et al., 2018). En este contexto, existen diferentes tipos de mecanismos de resistencia a
los antibioticos. En la tabla 1 se resumen algunos de los principales antibi6ticos y algunos
patdgenos conocidos que pueden inhibir su efecto antimicrobiano, Por ejemplo, los antibioticos
betalactdmicos que son uno de los grupos de medicamentos més prescritos debido a su estructura
comun, el anillo betalactdmico. Estos antibi6ticos funcionan bloqueando la actividad de enzimas
en la membrana celular bacteriana que son cruciales para la construccion de la pared celular. Al
inhibir estas enzimas, que participan en la formacion de la red de peptidoglicano, impiden el
crecimiento y la reproduccion de las bacterias. Los betalactdmicos no solo afectan una enzima,
sino un grupo de ellas, conocidas como proteinas transportadoras de penicilina (PBP), las cuales
tienen diferentes funciones en el proceso de sintesis de la pared celular. Esto les permite ser
eficaces contra una variedad de bacterias (Letourneau et al., 2019). Sin embargo, existen

microorganismos con potencial para inhibir su funcion.



Busqueda y disefio de péptidos antimicrobianos in silico mediante el andlisis de proteomas 33
9de virus, bacterias y hongos

Tabla 1: Mecanismos de resistencia a los antibidticos en diferentes especies de bacterias
Mecanismos de resistencia presentes en los patdgeno s habituales
Patogeno Fenotipo de resistencia Mecanismo principal de resistencia
B -lactdmicos Alteracion de enzimas diana (PBP)
Macrélidos, lincosamidas, estreptogramina | Alteracion diana ribosémica (metilacién del
B residuo adenina en el dominio V de ARNr
23S: (ermB); expulsion (mefE)
Streptococcus Tetraciclinas Proteccién de la diana ribosémica (tetM)
pneumoniae Trimetoprima y sulfamidas Alteracion de enzimas diana (dihidrofolato

Fluoroquinolonas

reductasa; trimetoprima; dihidropteroato
sintasa: sull, sul2 en sulfamidas)

Alteracion de enzimas diana (ADN girasa:
mutaciones
gyrA; topoisomerasa IV: mutaciones parC

Staphylococcus
aureus

Penicilina
Meticilina,
oxacilina,
nafcilina

y
cefalosporinas
(SARM)

B -lactdmicos

Glucopéptidos SAIG

SARG

Inhibicion enzimatica (produccion de
penicilinasa) Alteracién de la enzima diana:
PBP2A (mecA)

Alteracion de los precursores diana de la
pared celular (la pared celular engrosada se
une al antimicrobiano y le impide alcanzar
su diana)

Alteracion de los precursores diana de la
pared celular (transferencia de genes vanA
mediada por plasmidos a partir de ERV,
que da lugar a precursores peptidoglucanos
D-ala-D-lac)

Enterococos

B -lactamicos (ampicilina)

Aminoglucosidos

Vancomicina

Alteracion de enzimas diana (PBP5 en
Enterococcus faecium); inhibicién
enzimatica: rara (penicilinasa en
Enterococcus faecalis)

Mutaciones de la diana ribosémica,
inhibicion enzimatica (resistencia de alto
nivel: enzimas modificantes de
aminoglucdésidos)

Alteracion de los precursores diana de la
pared celular (resistencia de alto nivel:
fenotipos VanA, VanB, VanD; resistencia
de bajo nivel: fenotipos VanC, VanE,
VanG)
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Linezolid

Quinupristina-dalfopristina

Alteracion diana ribosémica (mutacién
G2576Uen el dominio V de ARNr 23S)
Inhibicién enzimética; expulsion;
modificacion de la diana (E. faecium)

Neisseria
gonorrhoeae

Penicilinas

Fluoroquinolonas

Tetraciclinas

Macrélidos

MDR

NGPP: inhibicién enzimatica (penicilinasa
adquirida a través de plasmidos); NGCR:
alteracion de enzimas diana (PBP)

Alteracion de enzimas diana (ADN girasa,
topoisomerasa 1V); expulsion (sistema de
expulsion MtrR-CDE)

Proteccion de la diana ribosomica (gen
tetM)

Expulsion; alteracion de la diana
ribosdmica (mutacion
C2611T en el dominio V de ARNr 23S)

Expulsion (sistema MtrR-CDE: confiere
resistencia a penicilina, tetraciclinas y
macrolidos)

Pseudomonas
aeruginosa

B -lactdmicos

Aminoglucosidos

Fluoroquinolonas

MDR

Inhibicion enzimatica (AmpC,
cefalosporinasas, 3 -lactamasas de espectro
ampliado; metalo-  -lactamasas);
expulsién activa (MexAB); disminucién de
la permeabilidad de la membrana externa
(pérdida del canal OprD)

Inhibicion enzimatica (enzimas
modificantes de aminoglucésidos);
expulsion (MexXY); alteracion de la diana
ribosémica (metilacion ribosomica)

Expulsion (MexAB, CD, EF, XY, GH,
VW); alteracion de enzima diana
(mutaciones de ADN girasa: gyrA)

Sobreexpresion del sistema de expulsion
activo MexA-MexB-OprM (resistencia a
quinolonas, tetraciclinas y trimetoprima)
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Acinetobacter
baumannii

B -lactamicos

Aminoglucésidos

Quinolonas

Tigeciclina

Inhibicién enzimatica (cefalosporinasas
AmpC, P -lactamasas adquiridas por
plasmidos de las familias TEM, SHV,
CTX-M, PER y VEB; MBL de las familias
IMP, VIM, SIM; y carbapenemasas serina
tipo OXA); alteracién de enzima diana
(PBP); reduccién de la permeabilidad de la
membrana externa; bombas de expulsion

Inhibicion enzimatica (enzimas
modificantes de aminoglucésidos); bombas
de expulsion

Bombas de expulsion

Bombas de expulsion

Stenotrophomonas
maltophilia

B -lactdmicos

TMP-SMX

Fluoroguinolonas

MDR

Membrana externa impermeable; inhibicién
enzimatica (metalo- B-lactamasas
inducibles, L1, L2)

Alteracidn de las enzimas diana de
sulfamidas (genes sull, sul2: asociados con
plasmidos o integrones de clase 1)

Alteracion de enzima diana (mutaciones
ADN girasa);
bombas de expulsion

Bombas expulsié