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RESUMEN

Debido a la creciente resistencia de microorganismos patégenos a los antibioticos, se ha visto la necesidad de encon-
trar nuevos compuestos antimicrobianos como opciones de tratamiento. En respuesta, se han adoptado enfoques al-
ternativos, entre los cuales se encuentran los péptidos antimicrobianos (PAMs) que son parte natural del sistema inmu-
nolégico de todos los organismos. Existen estudios que han demostrado las ventajas que presentan los PAMs en com-
paracién con los antibidticos habituales como su actividad de amplio espectro, mecanismos de accién y selectividad
hacia las células bacterianas sobre las células huésped y menor probabilidad de generar resistencia. Razones por las
cuales esta investigacion se enfoco en la identificacion, seleccion, modificacion y evaluacion in silico de los PAMs en-
contrados en el proteoma de virus, bacterias y hongos mediante el uso de herramientas bioinformaticas y de inteligen-
cia artificial especificas, que estimaron parametros como estructura, funcion, posible modo de accion, capacidad he-
molitica, toxicidad, capacidad de unién a membrana, y su capacidad antimicrobiana. Lo que sugiere que los nuevos
péptidos encontrados en este estudio sean candidatos a futuros ensayos in vitro e in vivo como una alternativa efecti-
va a los antibiéticos tradicionales.
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ABSTRACT

With the increasing resistance of pathogenic organisms to antibiotics, the need to find new antimicrobial compounds
as treatment options has increased. In response, alternative approaches have been adopted, among which are antimi-
crobial 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, and selectivity to bacterial cells over host cells, and less likely to generate resistance. For these reasons, this
research aimed at the identification, selection, modification, and in silico evaluation of AMPs found in the proteome of
viruses, bacteria, and fungi through the use of specific bioinformatics and artificial intelligence tools that assessed pa-
rameters such as structure, function, possible mode of action, hemolytic capacity, toxicity, membrane binding capacity,
and mainly its antimicrobial capacity. Whence, 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.
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INTRODUCCION

En los ultimos ochenta anos, los antibi6ticos han desem-
pefado un papel crucial en la preservacion de la vida y
la salud humana, asi como en el impulso de la produc-
cién animal, lo que ha tenido un impacto significativo en
el desarrollo socioeconémico. No obstante, el uso inde-
bido de estos medicamentos ha exacerbado el proble-
ma de la resistencia bacteriana, lo que representa una
amenaza creciente. La resistencia compromete la efica-
cia de los tratamientos y puede conducir al fracaso tera-
péutico y al aumento, tanto de la morbilidad como de la
mortalidad, lo que a su vez se traduce en costos sanita-
rios mas elevados. La Organizacion Mundial de Sanidad
Animal estimé que el consumo mundial de antibiéticos
veterinarios alcanzé las 76.704 toneladas en 2018
(Gehring et al., 2023). Ademas, se estimé que el consu-
mo mundial de antibiéticos en entornos clinicos aumen-
t6 de 9,8 dosis diarias definidas (DDD) por 1000 habi-
tantes por dia en el aflo 2000 a 14,3 DDD por 1000
habitantes por dia en el 2018 (Browne et al., 2021). La
Organizacién Mundial de la Salud (OMS) en el 2021 ha
sefalado que la resistencia a los antimicrobianos figura
entre las diez principales amenazas para la salud publica
a nivel global. El abuso y el uso excesivo de antimicro-
bianos son los factores primordiales que impulsan la
seleccion de patégenos resistentes a los medicamentos.
La falta de antimicrobianos eficaces compromete los
avances de la medicina moderna en el tratamiento de
infecciones, especialmente durante procedimientos qui-
rdrgicos importantes. Con el incremento de la resisten-
cia a los antibidticos, se vuelven mas frecuentes las in-
fecciones dificiles de tratar, lo que contribuye al aumen-
to de la mortalidad. PorPor lo que se requieren nuevas
alternativas a los antimicrobianos tradicionales.

Los péptidos antimicrobianos (PAMs) son reconocidos
como moléculas con actividad antimicrobiana, con
baja toxicidad y baja probabilidad de generar resisten-
cia. (Makhlynets y Caputo, 2021). Algunos PAMs pue-
den actuar con un efecto letal directo, mientras que
otros tienen actividad como antibiofilm, neutralizacion
de toxinas o actividad inmunomoduladora. En el pri-
mer caso, su principal modo de accién es la alteracion
de la integridad de la membrana (Weeks et al., 2021).
Los PAMs tienen aplicaciones en dreas agricolas, bio-
[6gicas, médicas y fisioldgicas, ademas de tener uso
potencial en produccion animal (Xiao et al., 2015). En
enero de 2025, la base de datos de péptidos antimi-
crobianos APD3 reporta 5099 péptidos, incluidos
3306 péptidos antimicrobianos naturales.

La bioinformatica ha surgido como respuesta al creci-
miento exponencial de datos generados por técnicas de

secuenciacion de proteinas y de genomas, lo que ha
llevado a la construccién de bases de datos y al desarro-
llo de algoritmos informaticos eficientes (Ebrahimi et al.,
2023). Estas bases de datos contienen informaciéon di-
versa, desde funciones y estructuras, hasta similitudes de
secuencias y estructuras tridimensionales de moléculas
(Radusky, 2017). La bioinformatica ha evolucionado
rapidamente y se ha convertido en una herramienta cru-
cial en diversas areas, como biologia molecular, quimica
computacional, genética, farmacologia, agricultura vy
medicina (Patel et al., 2021). Por otra parte, los péptidos
antimicrobianos ofrecen una alternativa farmacéutica
prometedora, pero pueden ser sensibles a condiciones
ambientales, tener potencial de toxicidad y ser costosos
de producir (Pfalzgraff et al., 2018). Para su aplicacion
clinica es esencial desarrollar andlogos sintéticos esta-
bles que superen estas limitaciones. Con el objetivo de
acelerar este proceso y reducir costos, este estudio des-
cribe la seleccion, andlisis y modificacion in silico de
péptidos antimicrobianos encontrados en proteomas de
virus, bacterias y hongos, utilizando herramientas bioin-
formaticas y de inteligencia artificial.

MATERIALES Y METODOS

Seleccion de proteomas y de posibles PAMs

Se seleccionaron proteomas de virus, bacterias y hongos
de UniProtKB (The Universal Protein Knowledgebase,
2024) para ser analizadas con PepMultiFinder 2.0
(Branch et al., 2022a) con las variables de budsqueda
seleccionadas de acuerdo a la metodologia de Duque-
Salazar et al. (2020), salvo el tamafo de los péptidos, ya
que el costo de sintesis es menor para péptidos mas
cortos cuando se realizan ensayos in vitro. Ademas, los
péptidos pequenos tienen menos probabilidad de ser
degradados por proteasas. La clasificacion de los pépti-
dos como posibles PAMs se realizé con herramientas de
inteligencia artificial disponibles en CAMPR3 (Waghu e
Idicula-Thomas, 2020), AmpClass 1.0 (Branch et al.,
2022b) y AMP Scanner Vr.2 (Veltri et al., 2018). Se se-
leccionaron péptidos con probabilidad antimicrobiana
igual o superior al 98%.

Evaluacion de seguridad, indice de inestabilidad de los
péptidos y anclaje en membranas

Los péptidos seleccionados se evaluaron en las platafor-
mas HAPPENN (Timmons y Hewage, 2023) y HEMOPI-
3 (Chaudhary et al., 2016) valorando su capacidad he-
molitica y la prediccion de la toxicidad se realizé en TO-
XINPRED (Gupta et al., 2013). En ProtParam (Gasteiger
et al., 2005) se evalud el indice de inestabilidad de los
péptidos, también se estim6 la prediccion de anclajes
anfipaticos en membranas con AMPHIPASEEK (Sapay et
al., 2006) y en AllerTOP v.2 (Dimitrov et al., 2014), se
realizo la prediccion de alergenicidad.
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Modificacion de los péptidos antimicrobianos

Se seleccionaron y modificaron 10 péptidos, con el ob-
jetivo de mejorar sus propiedades fisicoquimicas con
ayuda de TYPE-PEPTIDE (Tamayo et al., 2018) y de Heli-
Quest (Gautier et al., 2008), identificando sus principales
propiedades fisicoquimicas. Las modificaciones no abar-
caron mas del 50% de los aminoacidos de cada péptido
verificando que conservaran sus efectos citotoxicos,
antimicrobianos, no hemoliticos y no alergénicos.

Prediccion de la actividad antimicrobiana con patoge-
nos especificos y determinacion de estructura 3D

Finalmente, los péptidos resultantes se analizaron en la
plataforma DBAASP v3, (Pirtskhalava et al., 2021) para
predecir el potencial antimicrobiano de los PAMs contra
microorganismos patégenos particulares y se utilizd Alp-
haFold2 (Mirdita et al., 2022) para predecir la estructura
3D de los péptidos y sus homologos modificados.

RESULTADOS Y DISCUSION

Organismos evaluados y péptidos resultantes

Para evaluar la eficacia del andlisis de proteomas y asegurar
un anadlisis confiable y preciso, se establecié6 como minimo
examinar 150,000 proteinas. Este umbral permiti6 la selec-
cion de 65 proteomas que dieron lugar a un total de
195,258 proteinas para ser analizadas mediante herramien-
tas bioinformaticas. De este total, 126,167 fueron de bacte-
rias, 58,748 de hongos y 10,343 de virus.

Se analizaron los proteomas con PepMultiFinder 2.0,
que identificaron 741,791 péptidos, 468,620 de bacte-
rias, 249,065 de hongos y 24,106 de virus. Estos pépti-
dos se evaluaron utilizando los clasificadores de CAM-
PR3, AmpClass 1.0 y AMP Scanner Vr.2, estableciendo
como criterio que la mayoria de los algoritmos de cada
clasificador tuviera una probabilidad mayor o igual al
98%; como resultado se seleccionaron 318 péptidos.

Tabla 1. Péptidos seleccionados en el analisis bioinformatico de proteomas con PepMultiFinder 2.0 y su informacién de origen.

e Organismo Nombre del N° de C6digo del N i d c
Nombre Péptido Lo Lo S proteoma en péptidos
B 5 P UniProt encontrados
Brevibacillus fago 217
BfP1 GGIFKKTFALLKKI Virus Emery 102 UP000015097
Orpheovirus
OvP2 LVLKKLKKLIKOLPNA Virus IHUMI-LCC2 1.199 UP000236316 2.354
Alteromonadaceae
AbP3 GLKRALTLFKWI Bacteria bacterium 9.474 UP000318527 22.402
Alkaliphilus
metalliredigens
(strain QYMF)

AmP4 LRLFKGSIKAFIK Bacteria 4.467 UP000001572 15.904
BsP5 FSKAFGWVKKIF Bacteria Bacillus safensis 3.746 UP000325032 18.284
BsP6 IGKRIKKYIVWLV Bacteria Bacillus safensis 3.746 UP000325032 18.284

LKKLSAAFKKLVA Fomitopsis pinicola 52.044
FpP7 Hongo (strain FP-58527) 13.806 UP000015241
IGGRSVKWLKKLIVTA
CsP8 Hongo Cochliobolus sativus 12.174 UP000016934 53.267
Moniliophthora
roreri (strain MCA
MrP9 VPKVLGLLKKVFAKR Hongo 2997) 17.976 UP000017559 72.088
Moniliophthora
roreri (strain MCA
MrP10 LKKFGKALFKPLI Hongo 2997) 17.976 UP000017559 72.088

Disefio de péptidos antimicrobianos in silico




Tabla 2. Predicciéon de la actividad antimicrobiana de los péptidos encontrados en el anélisis bioinformatico con los algoritmos de
inteligencia artificial disponibles en AMP Scanner Vr.2, CAMPR3, y AmpClass 1.0.

CAMPR3 AmpClass 1.0
AMP
Péptido | Scanner Support Artificial | Discrimi
Vi.2 Vector | Random | Neural nant Regresion Red Arbol de | Bosque XGBoosk
Machine | Forest | Network | Analysis | Logistica | Neuronal | Decisién | Aleatorio
(SVM) (ANN)
1 L 7* ? ? 2 L} ' 1'

BfP1 0,99 ,00 0,9 AMP 1,00 0,99 0,99 0,99 0,98 00

* * *
OvP2 1,00 0,99 0,97 AMP 1,00 0,97 0,99 0,99 0,97 1,00

7* * * *
AbP3 0,99 0,99 0,99 AMP 0,9 0,96 0,97 0,98 0,97 1,00
AmP4 1,00 0,96* 1,00 AMP 0,99 0,98 0,99 0,99 0,98 1,00
BsP5 1,00 0,98 0,98 AMP 0,98 0,98 0,99 0,98 0,98 1,00

*

BsP6 0,99 1,00 0,99 AMP 0,98 0,95 0,98 0,99 0,99 1,00
FpP7 0,98 0,98 0,97* AMP 1,00 0,99 0,99 0,99 0,99 1,00

* *
CsP8 1,00 0,99 0,99 AMP 0,99 0,95 0,98 0,99 0,96 1,00
MrP9 1,00 0,98 0,99 AMP 1,00 0,98 0,99 0,99 0,98 1,00

* *

MrP10 1,00 0,97 0,99 AMP 1,00 0,96 0,99 0,99 0,99 1,00

* Valores por debajo del punto de corte (0,98) que representan de manera integral alto valor predictivo y en conjunto con los otros predictores

estimados cumplen con las propiedades requeridas para considerarse como péptidos antimicrobianos.

Para predecir la bioseguridad de los péptidos, se utilizé
HAPPENN para identificar posibles efectos hemoliticos,
eliminando 85 péptidos. Luego, se aplico HEMOPI3,
confirmando que los 233 péptidos restantes son consi-
derados no hemoliticos. Se utilizaron otras herramientas
para evaluar toxicidad y estabilidad. TOXINPRED, deter-
mind que ninguno de los 233 péptidos tuvo una proba-
bilidad significativa de ser téxico, mientras que ProtPa-
ram revel6 que 14 péptidos eran potencialmente inesta-
bles. Para evaluar la probabilidad de anclaje en membra-
nas, se utiliz6 AMPHIPASEEK, identificando 85 péptidos
con alta probabilidad de anclaje, los 134 que se descar-
taron tenian una capacidad media o baja de unirse a
membranas. Ademas, se evalué el potencial de alergeni-
cidad con AllerTOP v.2, donde se descartaron 28 pépti-
dos con esta caracteristica.

Para mantener dnicamente los péptidos con baja simili-
tud a los ya reportados, se descartaron péptidos con
similitud superior al 70% con péptidos antimicrobianos
conocidos en APD3, resultando en la eliminacién de 20

péptidos. Luego, los 37 restantes se evaluaron con
DBAASP v3 para predecir su potencial antimicrobiano.
Después de este andlisis, solo se seleccionaron 10 pépti-
dos con las caracteristicas deseadas para ser considera-
dos PAMs, que se pueden visualizar en las Tablas 1y 2.

Los péptidos BsP5 y MrP9 tuvieron probabilidad de ser
PAMs mayor o igual al 98% en todos los clasificadores
de CAMPR3, AmpClass 1.0 y AMP Scanner Vr.2, mien-
tras que los otros ocho tuvieron probabilidades de ser
antimicrobianos mayores o iguales al 98% en la mayoria
de los predictores. Los péptidos seleccionados se nom-
braron con las primeras letras del nombre cientifico del
organismo de origen y se les asigné un ndmero de refe-
rencia para una mejor organizacion (Tabla 1).

Evaluacion de la capacidad hemolitica y de toxicidad
de los péptidos seleccionados

Timmons y Hewage (2020) encontraron que la hidrofo-
bicidad cuantificada parece ser critica para la actividad
hemolitica, y que generalmente las secuencias mas hi-
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CONVENCIONES

@ Aminoécidos catiénicos
Aminoécido hidrofébicos
Aminoacidos neutros polares
con cadena lateral amidica

@ Aminoacidos neutros polares
cadena lateral hidroxilica
Aminoéacidos con cadenas laterales
alifaticas no ramificadas

{ Momento hidrofébico

Figura 1. Rueda helicoidal de los péptidos originales y de los modificados obtenidas con HeliQuest, donde se aprecia la distribucién de

los aminodacidos en un circulo hipotético.

drofébicas son mas hemoliticas que las secuencias me-
nos hidrofobicas. Ademas, encontraron que debido a su
composicion en diferentes lugares del péptido son indi-
cativos de tendencia hemolitica. Revisando estos crite-
rios, se encontré que los 10 péptidos seleccionados en
este estudio poseen en su estructura entre 50% y 60%
de hidrofobicidad, y la porcion hidrofilica con aminoéaci-
dos cationicos como R y K, pero también con S, Ty G,
lo que probablemente ayude a que la prediccion de
hemolicidad sea baja.

En la evaluacion de toxicidad se determiné que proba-
bilidad de los péptidos de ser toxicos fue nula. Este ha-
llazgo coincide con estudios similares, como el de
Khabbaz et al. (2021), quienes con un conjunto de da-
tos desarrollaron un modelo de aprendizaje que extrae
PAMs con baja toxicidad para aplicaciones clinicas y
con Madrazo y Campos (2022), quienes utilizaron he-
rramientas bioinformaticas para predecir péptidos anti-
microbianos no téxicos. Estos resultados destacan la
importancia de evaluar la toxicidad de los péptidos co-
mo un obstaculo critico para el uso clinico.

indice de inestabilidad de los péptidos y anclaje en
membranas

De los 10 péptidos seleccionados, la prediccion del indi-
ce de inestabilidad mas alta fue para BsP6 y MrP9 con
valores de 24,21 y 26,93, respectivamente. El analisis
estadistico de varias proteinas sugiere que su estabilidad
esta influenciada principalmente por su estructura prima-

ria, incluyendo la presencia de ciertos dipéptidos. Otros
factores como la estructura secundaria, los puentes di-
sulfuro y la unién a ligandos también afectan la estabili-
dad de las proteinas en el organismo (Gasteiger et al.,
2005). En cuanto al anclaje en membranas, todos los
péptidos seleccionados y modificados tuvieron resulta-
dos admisibles.

Prediccion in silico de la probabilidad de los péptidos
como alérgenos

Algunos PAMs poseen propiedades alergénicas que
no deben pasarse por alto, especialmente cuando se
considera su posible uso médico (Guryanova vy
Ovchinnikova, 2022). Arora et al. (2020), investiga-
ron 19 clases de proteinas pertenecientes a 11 fami-
lias de plantas con potencial alergénico utilizando
herramientas bioinformaticas, incluyendo AllerTOP
v.2, sus resultados indicaron que solo dos de ellas
podrian tener efectos alergénicos. En este contexto,
ninguno de los 10 péptidos seleccionados se consi-
der6 alergénico de acuerdo con AllerTOP v.2.

Modificaciones de los péptidos

La modificacion de los 10 péptidos seleccionados se
realizo teniendo en cuenta sus propiedades fisicoquimi-
cas como carga, longitud, porcentaje de hidrofobicidad,
indice de Boman, punto isoeléctrico y la rueda helicoi-
dal que se puede visualizar y analizar en los programas
TYPE-PEPTIDE y HeliQuest; ademas se tuvieron en cuen-
ta los parametros iniciales predichos.

Disefio de péptidos antimicrobianos in silico




Tabla 3. Propiedades fisicoquimicas de los péptidos originales y de los modificados.

Péptido Secu;r:’(;iaﬁc;ralglanal y % de similitud (APD3) | Longitud | Carga | pI* % hidrofobicidad I';;:::a:e
BfP1 GGIFKKTFALLKKI 43.75% 14 4 1453 50 -0.33
BfP1M KIFKKTFALLKKI 53.85% 13 5 114 53.85 0.22
OvP2 LVLKKLKKLIKOLPNA 50% 16 5 114 50 0.28
OvP2M KVLKLLKKLIKRLPGLY 52.94% 17 6 114 47.06 0.20
AbP3 GLKRALTLFKWI 46.67% 12 3 12 58.33 0.07
AbP3M WLKKGLRLLKKI 53.33% 12 5 12.1 50 0.77
AmP4 LRLFKGSIKAFIK 47.06% 13 4 12 53.85 0.51
AmP4AM LRLFKKYIKAFIK 43.75% 13 5 11.3 53.85 0.75
BsP5 FSKAFGWVKKIF 38.46% 13 5 12.1 53.85 0.92
BsP5M FKKIFKWVKKII 50% 12 5 114 58.33 0.06
BsP6 IGKRIKKYIVWLV 42.86% 13 4 T2 53.85 0.05
BsP6M IGVKVIKKLIKWLK 47.06% 14 5 114 57.14 -0.59
FpP7 LKKLSAAFKKLVA 50% 13 4 113 61.54 -0.12
FpP7M LKKLSKIFKKLVA 53.85% 13 5 114 53.85 0.2
CsP8 IGGRSVKWLKKLIVTA 38.1% 16 4 12 50 0.24
CsP8M IGGRSVKFLKKLIK 47.06% 14 5 12.1 42.86 0.85
MrP9 VPKVLGLLKKVFAKR 52.94% 15 5 12.1 53.33 0.30
MrPOM VGKVIKLLKKVFRKL 50% 15 6 12.1 53.33 0.46
MrP10 LKKFGKALFKPLI 46.15% 13 4 11.3 53.85 -0.48
MrP10M | LIKFGKKLFKPLKK 53.33% 14 6 11.5 42.86 0.48

*pl= Punto isoeléctrico

Como primer paso, se visualizaron y analizaron las rue-
das helicoidales de cada péptido con HeliQuest (Figura
1). Cada aminodcido es representado por un circulo de
color, lo cual nos permite apreciar la distribucion catiéni-
ca e hidrofébica en las caras opuestas del circulo, en
tanto mejor distribuidos se encuentren en cada una de
las caras de la hélice, mejor serd su anfipaticidad. En
este primer andlisis se realizé un mapa que conduce a la
primera apreciacion de los péptidos, identificando los
posibles aminoacidos que podrian ser sustituidos, inter-
cambiados, adicionados o eliminados con el fin de gene-
rar un nuevo péptido con una correcta formacion de las
dos caras del péptido (Figura 1). Una de las propiedades
clave relacionadas con la actividad biolégica de cual-
quier secuencia es la anfipaticidad, descrita como la
distribucion topografica de los residuos polares e hidro-
fébicos, lo que resulta en una separacion espacial mas o
menos marcada en la estructura de los PAMs activos. En
una conformacién helicoidal, los residuos polares/
cargados e hidrofébicos se agrupan en lados opuestos, a
través de un cilindro hipotético, alrededor del cual se
enrolla la hélice (Roncevi¢ et al., 2019).

También se empleé TYPE-PEPTIDE para analizar la
distribucion de aminodcidos en los péptidos, permi-
tiendo ajustes en su configuraciéon. La herramienta

ofrece visualizacion 2D y muestra los cambios en los
parametros fisicoquimicos de los péptidos en tiempo
real. Se asegurd que las modificaciones realizadas no
afectaran negativamente las propiedades del péptido
original, como se muestra en la Tabla 3 y se relacio-
nan todas las modificaciones (letras en color rojo)
que se realizaron a cada péptido.

El objetivo final del disefo de PAMs es optimizar la
selectividad, la eficacia, la estabilidad, la formulacion y
la administracién de los péptidos con el objetivo de
mejorar su actividad farmacolégica (Wang, 2010). En
estudios previos, Hincapié et al. (2018), utilizaron he-
rramientas bioinformaticas y algoritmos de inteligencia
artificial de CAMPR3 para identificar y mejorar pépti-
dos antimicrobianos a partir del analisis de proteinas,
donde encontraron que 2 de 12 PAMs disefados mos-
traron concentraciones inhibitorias minimas (CIMs)
entre 3 y 20 uM contra al menos 3 especies de bacte-
rias. Duque-Salazar et al. (2020), validaron in vitro una
estrategia computacional similar y obtuvieron 11 pép-
tidos con probabilidad del 97% para ser considerados
como antimicrobianos. En ensayos in vitro se encontré
que 10 de los 11 PAMs disefiados tuvieron CIMs entre
4 y 64 uM contra al menos una especie bacteriana.
Finalmente, Monsalve et al. (2024), analizaron proteo-
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Tabla 4. Determinacién de la probabilidad como antimicrobianos de los péptidos modificados en diferentes plataformas de inteligen-

cia artificial.
CAMPR3 AmpClass 1.0
— S rt Artificial
i Sc\all:;er \l/l:c[:zr Random Nelul:::ll Discriminant| Regresion Red Arbol de Bosque
Machine Forest Network Analysis | Logistica Ne‘&‘;"al Decision | Aleatorio AgB0ase
(SVM) (ANN)

BfPIM | 97+ 0,98* 0.99%* AMP 1,00 0,99 0,99 0,99 0,99** 1,00
OvP2ZM | 100 0,96* 0,99%* AMP 1,00 0,99** 0,99 0,99 0,99** 1,00
ADP3M | 1 00%* | 1,00%* 0,99 AMP 0,99** 0,99* 0,99%* 0,99 1,00+ 1,00
AmPAM | 0g9* | 0.99** 0.99* AMP 1,00%* 0,99* 0,99 0,99 0,99** 1,00
BSP5SM | 100 1,00%* 0.97* AMP 1,00%* 0.99%* 0,99 0,99 1,00%* 1,00
BSPEM |4 oo+ 1,00 0,99 AMP 1,00%* 0,99** 0,99** 0,99 0,99 1,00
FPP7TM | q00** | 0.96* 1,00%* AMP 1,00 0,99 0,99 0,99 0,99 1,00
CsP8M | 100 0,99 0,99 AMP 1,00 0,99** 0,99%* 0,99 0,98** 1,00
MrPSM | 4 00 0.98 0,97* AMP 1,00 0,99** 0,99 0,99 0,99 1,00
MrP10M | 4 00 1,00%* 0,99 AMP 1,00 0,99** 0,99 0,99 0,98* 1,00

*Valores inferiores al péptido original. ** valores superiores al péptido original. M= modificado

mas de ocho especies, identificando alrededor de
500,000 péptidos con PepMultiFinder 1.0, que fueron
evaluados con CAMPR3, AMP Scanner Vr.2 vy
AmpClass 1.0, con probabilidad >97%; y se encontré
que 10 de los 18 PAMs tuvieron CIMs entre 0.89 y 15
UM en al menos tres especies bacterianas. En resu-
men, estas estrategias computacionales demostraron
ser rapidas y efectivas para disenar nuevos PAMs, lo-
grando obtener moléculas activas y potentes sin un
uso significativo de recursos y de tiempo.

Como resultado de las modificaciones en la secuencia
de los PAMs de este estudio (Tabla 3) se mantuvieron
las propiedades fisicoquimicas en los rangos propuestos,
teniendo una distribucién hidrofébica mas definida, me-
jorando su anfipaticidad y manteniendo, en su mayoria,
la integridad del péptido original en al menos 50%. Para
llegar a estos resultados se realizaron cambios que ayu-
daron a equilibrar las propiedades anfipaticas del pépti-
do y una estructura helicoidal definida, que se ve favore-
cida por la presencia de residuos estabilizadores de héli-
ce distribuidos a lo largo de la secuencia como L, Ay K;
ademas, el agrupamiento de residuos hidrofébicos en

un lado de la hélice, favorece la insercién en la bicapa
de la membrana objetivo (Roncevi¢ et al., 2019).

Las modificaciones realizadas en la secuencia de los
péptidos mantienen una prediccion de actividad antimi-
crobiana en la mayoria de los predictores (Tabla 4). Des-
tacan particularmente AbP3M, AmP4M, BsP6M, CsP8M
y MrP10M, que en algunos algoritmos lograron superar
los valores de prediccion de 0.98 reportados para el
péptido original, siendo este valor predictivo 6ptimo en
nuestro estudio. Otros péptidos también mostraron valo-
res similares, aunque en algunos casos se observé una
ligera disminucién en este umbral éptimo de 0.98, sin
embargo, no por debajo de 0.95, un valor adn conside-
rado aceptable. Este fenémeno se evidencié en los pép-
tidos BfP1M, OvP2M, BsP5M, FpP7M y MrPI9M. A pe-
sar de ello, estos péptidos contindan siendo fuertes can-
didatos para ser considerados como PAMs.

Al realizar el analisis de prediccién de la capacidad he-
molitica, toxicidad y alergenicidad de los péptidos modi-
ficados se encontré que estan en el rango establecido
para considerarlos como no hemoliticos, no téxicos y
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Tabla 5. Prediccion de la actividad antimicrobiana de los péptidos originales y modificados con la plataforma DBAASP v3, utilizando

el método Machine Learning.

e _ Pseudomonas aeruginosa | | Staphylococcus aureus ATCC
‘ Escherichia coli ATCC 25922 ATCC 27853 Klebsiella pneumoniae 25923
Péptido
Valor Clise Valor e Valor e Valor Clase
Predictivo Predictivo Predictivo Predictivo

BfP1 0.58 Activo 0.56 No Ac 0,68 Activo 0.59 Activo
BfP1M 0.78 Activo 0.7 Activo 0.83 Activo 0.64 Activo
OvP2 0.66 Activo 0.91 Activo 0.5 Activo 0.63 No Ac
OovP2M 0.87 Activo 0.9 Activo 0.63 Activo 0.56 Activo
AbP3 0.64 Activo 0.58 Activo 0.85 Activo 0.75 Activo
AbP3M 0.77 Activo 0.78 Activo 0.87 Activo 0.52 Activo
AmP4 0.72 Activo 0.74 Activo 0.57 Activo 0.63 Activo
AmP4AM 0.65 Activo 0.72 Activo 0.54 Activo 0.6 Activo
BsP5 0.67 Activo 0.78 Activo 0.62 Activo 0.73 Activo
BsP5M 0.81 Activo 0.96 Activo 0.78 Activo 0.62 Activo
BsP6 0.57 Activo 0.55 Activo 0.77 Activo 0.58 Activo
BsP6M 0.53 Activo 0.81 Activo 0.55 Activo 0.67 No Ac
FpP7 0,69 Activo 0,63 Activo 0.76 Activo 05 Activo
FpP7M 0.79 Activo 0.93 Activo 0.85 Activo 0.53 No Ac
CsP8 0.59 Activo 0.55 Activo 0.61 Activo 0.59 Activo
CsP8M 0,61 Activo 0.81 Activo 0.63 Activo 0.51 No Ac
MrP9 0.59 Activo 0.74 Activo 0.52 Activo 0.55 Activo
MrPOM 0.61 Activo 0.9 Activo 0.67 Activo 0.58 No Ac
MrP10 0.5 Activo 0.51 Activo 0.61 Activo 0.51 Activo
MrP10M 0.58 Activo 0.83 Activo 0.53 Activo 0.65 No Ac

Si el resultado de la prueba es “activo”, significa que el microorganismo en cuestion se inhibird con un MIC < 25 pg/mly por el contrario si
el resultado es "no activo” (No Ac) implica que los microorganismos probablemente no sean sensibles al efecto inhibitorio del péptido a 100

pg/ml.

tampoco alergénicos, solamente el péptido AmP4M
tuvo un valor levemente superior a 0.3 en la plataforma
HAPPENN, pero es un valor permisible para que no sea
considerado como hemolitico. Los resultados del indice
de inestabilidad concuerdan con los péptidos originales,
ya que todos los péptidos fueron clasificados como esta-
bles. Después de obtener los resultados 6ptimos para
los péptidos modificados se observaron nuevamente en

la plataforma HeliQuest, donde se comprobdé que la
representacion helicoidal de cada péptido mejora de
manera significativa la separacién de las caras hidrofili-
cas e hidrofébicas (Figura 1).

Prediccion de la actividad antimicrobiana especifica
Los péptidos se evaluaron en la plataforma DBAASP v3
para predecir el potencial antimicrobiano contra espe-
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cies como Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853, Klebsiella pneumoniae y Sta-
phylococcus aureus ATCC 25923 (Tabla 5).

Si el resultado de la prueba es “activo”, significa que el
microorganismo en cuestion se inhibird con un MIC <
25 pg/ml y por el contrario si el resultado es “no acti-
vo” (No Ac) implica que los microorganismos probable-
mente no sean sensibles al efecto inhibitorio del péptido
a 100 pg/ml.

DBAASP v3 en una de sus metodologias utiliza el mé-
todo Machine Learning descrito por Vishnepolsky et
al. (2022), que esta basado en propiedades computari-
zadas para secuencias de PAMs y caracteristicas de
genomas, calculadas para una especie microbiana ob-
jetivo entre las cuales estan E. coli ATCC 25922, P.
aeruginosa ATCC 27853, K. pneumoniae y S. aureus
ATCC 25923 con aplicacién de algoritmos de aprendi-
zaje automdtico para identificar los PAMs. Con rela-
cion a estos resultados Kim et al., (2020) utilizaron
diferentes herramientas de inteligencia artificial para
desarrollar el péptido PA2-GNU7 con alta especifici-
dad para P. aeruginosa, actuando sobre la porina OprF
para eliminar selectivamente las células, mientras que
Maturana et al., (2020) estudiaron el péptido P6.2, que
mostré amplia actividad antibacteriana contra E. coli y
S. aureus. Al-Khdhairawi et al., (2023) utilizaron diver-
sos algoritmos de inteligencia artificial, entre los cuales
se encuentra DBAASP v3, para predecir 18 péptidos
activos contra K. pneumoniae, de los cuales ocho fue-
ron considerados no téxicos ni hemoliticos.

El valor predictivo de la actividad antimicrobiana evalua-
da mediante Machine Learning (Tabla 5) se basa en la
precision de las predicciones en comparacion con datos
experimentales. Se utiliza una escala del 0 al 1, donde
valores mas cercanos a 1 indican mayor precision. Los
resultados que se muestran tanto para los 10 péptidos
originales, como para los 10 péptidos modificados tie-
nen un valor predictivo igual o superior a 0.5, lo que
indica una alta precisién en la prediccion de la actividad
antimicrobiana. En los péptidos originales se encontré
que BfP1 y OvP2 no tenian efecto sobre las cepas P.
aeruginosa ATCC 27853 y S. aureus ATCC 25923 res-
pectivamente, después de las modificaciones tuvo un
efecto contrario, por lo cual ahora tienen una mayor
probabilidad de ser activos sobre todas las cepas bacte-
rianas en estudio, mientras que hubo un efecto opuesto
en los péptidos modificados BsP6M, FpP7M, CsP8M,
MrP9M y MrP10M que no son activos frente a la cepa
S. aureus ATCC 25923, pero los péptidos originales si lo
fueron, no obstante siguen siendo péptidos con un alto
potencial antimicrobiano (Tabla 5).

Estructura tridimensional de los péptidos originales y
modificados

Se utilizé el programa AlphaFold2 junto con ColabFold
para determinar la estructura tridimensional de los pépti-
dos. Esta combinacién, acelerada por MMseqs2, permi-
te predecir cerca de 1000 estructuras al dia. Se encon-
tré que tanto los péptidos originales como los modifica-
dos adoptan una estructura de alfa-hélice, importante
para las interacciones con las membranas de los patége-
nos, por lo tanto, se validan las modificaciones realiza-
das para mejorar la separacion de los aminodacidos pola-
res cargados y los hidrofébicos. La distribucion de ami-
nodcidos influye en la estabilidad de la hélice y en la
interaccion péptido-membrana. Se ha determinado que
la conformacién de hélice anfipatica es crucial para la
interaccion vy la selectividad de los péptidos, y que las
modificaciones pueden afectar este equilibrio delicado
(Ciumac et al., 2019).

CONCLUSIONES

La metodologia utilizada para identificar PAMs me-
diante herramientas in silico se ajusté para su desa-
rrollo, aplicando limites rigurosos para aumentar la
probabilidad de éxito. La seleccion de herramientas
bioinformaticas avanzadas permitié buscar, disenar y
perfeccionar PAMs cortos, de manera eficiente, obte-
niendo 10 péptidos con probabilidad igual o superior
a 98 % de ser clasificados como antimicrobianos y
ademads 5 péptidos modificados con alta probabilidad
de tener actividad antibacteriana con las cepas E. coli
ATCC 25922, P. aeruginosa ATCC 27853, K. pneumo-
niae y S. aureus ATCC 25923. Las estrategias compu-
tacionales y de inteligencia artificial involucradas
ofrecen la posibilidad de seleccionar, modificar y pre-
decir PAMs de manera &gil, rentable y confiable, po-
tenciando su aplicabilidad en diversas areas.
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