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RESUMEN

Ciertas moléculas presentes en los tejidos de cocodrilos, asociadas a su potente sistema
inmune, muestran actividad antimicrobiana y anticancerigena, incluyendo péptidos
bioactivos con potencial terapéutico. En este contexto, los cocodrilos poseen Péptidos
Antimicrobianos (AMPs), algunos con actividad anticancerigena (ACPs), por ejemplo, los
péptidos cationicos KT2 y RT2, derivados de un péptido natural llamado leucrocin.
Recientemente, se observd que un extracto de 6rganos de Crocodylus porosus tenia
actividad anticancerigena in vitro, la cual hipotéticamente se vincul6 a ciertos ACPs
novedosos predichos en el suero de C. Porosus. A pesar de ello, las propiedades
fisicoguimicas y bioldgicas de esos ACPs predichos en tejidos de cocodrilo no fueron
estudiadas. En tal sentido, la presente tesis busca caracterizar, de forma tedrica, los ACPs
derivados de C. porosus, incluyendo sus propiedades fisicoquimicas, estructurales,
perfiles de Absorcion, Distribucion, Metabolismo, Excrecién y Toxicidad (ADMET) y
posibles dianas bioldgicas. Para ello se emplearon tanto herramientas bioinformaticas en
linea como softwares locales, tomando en cuenta las secuencias peptidicas de suero de C.
porosus disponibles en la literatura. Como resultado se encontr6é que, a pesar de que la
muestra provenia de tejidos de cocodrilo, la mayoria de los péptidos fueron de origen
bacteriano o microbiano, destacando cinco péptidos (HFSLLMGSLFK, FMWAAMY SR,
DLALHVHK, TYNAKFYK y LVDKLK) por su cationicidad y estructura secundaria de
a-hélice, caracteristicos de los ACPs con actividad anticancerigena comprobada. Ademas,
otros seis péptidos con actividad anticancerigena (EPPEPRR, GFWESR, RPSVHK,
YQFPPR, FEYGR y SSWKK) mostraron afinidad con dianas involucradas en la
regulacién de la muerte celular. Se predijo que estos péptidos podrian ejercer un efecto
anticancerigeno mediante su interaccion con proteinas clave de la via apoptotica,
incluyendo dianas proapoptoticas y antiapoptoticas. Estos péptidos podrian ser
investigados en futuros estudios experimentales que validan los hallazgos de esta tesis,
encaminados a descubrir ACPs prometedores para el desarrollo de nuevas terapias

anticancerigenas.

Palabras clave: Crocodylus porosus, Péptidos antimicrobianos, anticancerigeno, in silico.



ABSTRACT

Certain molecules present in crocodile tissues, associated with their potent
immune system, exhibit antimicrobial and anticancer activities, including
bioactive peptides with therapeutic potential. In this context, crocodiles possess
Antimicrobial Peptides (AMPs), some of which also display anticancer activity
(ACPs), such as the cationic peptides KT2 and RT2, derived from a natural peptide
known as leucrocin. Recently, an extract from Crocodylus porosus organs was
observed to exert anticancer activity in vitro, which was hypothetically linked to
certain novel ACPs predicted in C. porosus serum. However, the physicochemical
and biological properties of these predicted ACPs from crocodile tissues had not
been investigated. Therefore, the present thesis aims to theoretically characterize
ACPs derived from C. porosus, including their physicochemical and structural
properties, Absorption, Distribution, Metabolism, Excretion, and Toxicity
(ADMET) profiles, and potential biological targets. To this end, both online
bioinformatic tools and local software were employed, using peptide sequences
from C. porosus serum reported in the literature. The results revealed that, although
the sample originated from crocodile tissues, most of the peptides were of
bacterial or microbial origin. Five peptides (HFSLLMGSLFK, FMWAAMY SR,
DLALHVHK, TYNAKFYK, and LVDKLK) were notable for their cationicity
and a-helical secondary structure, features characteristic of ACPs with proven
anticancer activity. In addition, other six anticancer peptides (EPPEPRR,
GFWESR, RPSVHK, YQFPPR, FEYGR, and SSWKK) showed affinity for
targets involved in the regulation of cell death. It was predicted that these peptides
may exert anticancer effects through interactions with key proteins of the
apoptotic pathway, including both pro- apoptotic and anti-apoptotic targets. These
peptides could be evaluated in future experimental studies to validate the findings
of this thesis, with the goal of identifying promising ACPs for the development of

novel anticancer therapies.

Keywords: Crocodylus porosus, antimicrobial peptides, anticancer, in silico.



I. INTRODUCCION

1.1 Péptidos anticancerigenos (ACPs)

1.1.1. Descripcién general de los ACPs

Los AMP (péptidos antimicrobianos) son oligopéptidos compuestos por entre 5 y 100
aminoacidos, los cuales pueden ser sintetizados naturalmente de dos formas: sintesis
ribosomal y no ribosomal (1). Los péptidos ribosomales, son aquellos que son sintetizados
por ribosomas. Por otro lado, los péptidos de origen no ribosomal son sintetizados a traves
de sistemas enzimaticos multifuncionales, como las sintetasas de péptidos no ribosémicos
(NRP) y las sintetasas de policétidos (PK). Estas enzimas modifican los péptidos a traves
de acilacién, heterociclacion, N-metilacion, ciclizacion y glicosilacion para producir
antimicrobianos activos(1). Los AMPs se encuentran de manera natural en el sistema
inmunitario innato de diversas especies, incluyendo bacterias, plantas, vertebrados e
invertebrados(2—-4). Dichos péptidos, especialmente catidnicos, son capaces de matar las

células bacterianas debido a la interaccidn con la carga negativa en las membranas(5).

Algunos AMPs han demostrado que tienen como objetivo células tumorales, los cuales
reciben el nombre de Péptidos anticancerigenos (ACPs). La explicacion de su actividad
anticancerigena se atribuye a que al igual que las células bacterianas, las células
cancerosas contienen componentes lipidicos y proteicos con carga negativa en su
superficie celular. Al ser reconocidas por los ACPs, la membrana, se desestabiliza,
desencadenando un efecto de citotoxicidad y lisis de las células cancerosas. Dicho
reconocimiento entre los ACPs y la membrana de células tumorales obedece al hecho de
que los ACPs poseen habilidad para enlazarse a la fosfatidilserina (PS), que en las células
cancerosas se encuentran localizadas en la parte externa de la membrana(4,5). Un ejemplo
de ACPs en los humanos son las Catelicidinas LL37 provenientes de la saliva, las cuales
presentan actividad anticancerigena por medio de la permeabilizacion de la membrana e

induccion de la apoptosis(4).

1.1.2. Propiedades fisicoquimicas

Los ACP a menudo poseen menos de 100 aminoacidos, pero en su mayoria se encuentran
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entre 20 a 30 amino&cidos. Estos son usualmente anfipéaticos, cationicos y altamente
hidrofébicos a pH fisiolégico de 7, con un peso molecular menor a 10 kDa(5). En

particular, los ACPs poseen un elevado punto isoeléctrico (pl), especialmente en el
extremo C-terminal, lo que indica que son péptidos altamente cationicos a pH neutro,
facilitando la interaccion electrostatica con las membranas cargadas negativamente como
las de las células cancerosas(6). La principal fuerza impulsora para las interacciones entre
los péptidos y la membrana en células sanas son las interacciones hidrofobicas, mientras
que entre los ACPs y la membrana de las células cancerosas serian las interacciones

electrostaticas (7).

Otro parametro importante descrito en los ACPs es el indice de Boman, el cual se calcula
mediante la suma de las energias libres de las cadenas laterales de los aminoacidos
dividido entre el niumero total de residuos del péptido(8). Si bien esta no es una propiedad
fisicoguimica, es un parametro que ayuda a describir y clasificar a los ACPs. El indice de
Boman fue propuesto por Boman para calcular el potencial de los péptidos para unirse a
otras proteinas (como receptores) 0 membranas. Se supone que un péptido con un valor
de indice de Boman calculado >2,48 kcal/mol tiene un alto potencial de unién. Ademas,
los péptidos que tienen un alto indice de Boman sugieren sus maltiples funciones en la
célula debido a su tendencia a interactuar con diferentes tipos de proteinas(9). Asi, ACPs
con alto indice de Boman, se espera que interactien con proteinas receptoras que, por

ejemplo, podrian ser promotoras de mecanismos de muerte celular.

1.1.3 Propiedades estructurales

Se han descrito 4 tipos de conformaciones en los AMPs/ACPs que incluyen la - plegada,
a - helices, extendidas y ciclicas (Fig. 1) (10). De las conformaciones mencionadas, las o
- hélices son las mas estudiadas debido a las propiedades catidnicas y anfipaticas que
aumentan la actividad anticancerigena. Segun la estructura de la membrana celular,
excluyendo la cabeza polar de los fosfolipidos, la cola apolar de los fosfolipidos forma
un ambiente hidrofobo; por lo tanto, las interacciones hidrofébicas entre los ACPs de
hélice a y el nicleo hidrofobico de la membrana celular deberian desempefiar un papel
clave en la actividad bioldgica (11). Las magaininas y cecropinas son algunos ejemplos

de ACPs con este tipo de conformacion.
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Figura 1. Representacion grafica de las diferentes conformaciones espaciales que pueden
presentar los ACPs. a) Péptido con estructura alfa helicoidal, b) Péptido con estructura
beta plegada, c) Péptido con estructura hélices extendidas, d) Péptido con estructura
ciclica. Tomado de Ziyi Dong et.al., 2024.

Por otro lado, los ACPs de conformacion 3 - plegadas presentan 2 o mas enlaces disulfuro,
dandoles una buena estabilidad. Por ejemplo, en las defensinas, los puentes disulfuro
proveen estabilidad estructural y minimizan la degradacion por proteasas (3). En general,
la actividad antitumoral de las ACPs B-plegadas es mas baja que las a-helicoidales, sin
embargo, las ACPs plegadas en B presentan una menor toxicidad en células sanas (10).
Por otra parte, la capacidad de oligomerizacién es otra caracteristica importante en estos
péptidos. La interaccion entre dimeros o trimeros de ACPs despliega un mayor efecto
citotdxico en la célula cancerosa objetivo (12).

También estan las estructuras de hélices extendidas, que generalmente se presenta en un
péptido lineal rico en residuos de prolina y arginina o triptéfano, como el AMP derivado
de bovino (indolicidina) y el AMP derivado de Drosophila (drosocina) y las estructuras
en bucle o estructura ciclica, con la que los AMP a menudo contienen un enlace disulfuro
intramolecular en el extremo C para formar un bucle, mientras que el extremo N es una
estructura lineal, que forma una estructura de cadena ciclica, como el AMP derivado de

neutrofilos bovinos (bactenecina) y el AMP derivado de piel de rana (brevininas)(13) .

1.2. Mecanismos de accién anticancerigena de los ACPs

1.2.1. Interaccién con la membrana

La union de los ACPs con la membrana plasmatica ocurre a través de interacciones
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electrostaticas con la superficie de las células cancerosas o también con receptores de

muerte celular (4,12) . Ademas y como se menciond antes, los ACPs reconocen con mayor
afinidad a las células cancerosas que a las células normales, lo cual tendria su explicacion
en los cambios de los componentes lipidicos en la célula neoplasica (2). La membrana de
las células cancerosas posee una naturaleza fuertemente anionica debido a la abundancia
de ciertos fosfolipidos como la fosfatidilserina y de otras moléculas de naturaleza anionica
como las mucinas O-glicosiladas, los ganglidsidos sialilados y el sulfato de heparina.
Dichos componentes normalmente se encuentran en la parte interna de la membrana, pero
son trasladados a la superficie celular en las células cancerosas (2). Se han identificado
cuatro modelos para explicar como los ACPs interactian con la membrana celular (Fig.
2). El primero es el modelo “barrel-stave”, donde los péptidos cationicos de a-hélice
(como cecropina B y el péptido de veneno de abeja) empiezan uniéndose a la membrana
por atraccion electrostatica. Luego, la conformacion de los AMP cambia, es decir, los
AMP insertan perpendicularmente su region hidrofébica en el ndcleo hidrofdbico de la
membrana celular. A partir de entonces, los monémeros de AMP se auto agregarén en el
polimero de hélice a con su lado hidrofilico constituyendo el canal hueco en forma de barril
y se insertaran en los nacleos de membrana hidrofébica mas profundamente, formando
poros transmembrana transitorios que pueden alterar los gradientes de iones y el potencial
transmembrana y eventualmente conducir a la muerte celular. Vale la pena sefialar que el
modelo de “barrel-stave” no puede explicar el efecto de disrupcion de la membrana de
los AMP con menos de 23 aminoacidos, ya que los AMP deben ser lo suficientemente

largos para pasar a través de la membrana celular en este modelo (13).

El segundo modelo es el tipo “carpet”, en el cual una gran cantidad de ACPs,
generalmente a-helicoidales, se agrupan de manera paralela a la membrana sin penetrar
en las bicapas lipidicas. Cuando la concentracion de péptidos alcanza un nivel elevado,
los monomeros giran y se reorientan hacia la zona hidrofdbica de la membrana, lo que

provoca la formacion de micelas y la desintegracion de la membrana (4).

El tercer modelo, conocido como modelo de “toroidal pore”, describe cdmo los ACPs se
disponen inicialmente de manera paralela a la membrana. A medida que su concentracion
aumenta, se orientan perpendicularmente a la membrana, lo que facilita la formacion de
un complejo dinamico supramolecular entre péptidos y lipidos. Este complejo genera

poros transmembrana, donde la parte exterior del poro estd formada por los residuos
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hidrofilicos del peptido y las cabezas hidrofilicas de los fosfolipidos (4). A diferencia del
modelo de “barrel-stave”, las partes hidréfilas de los AMP vy las cabezas hidrofilas de los
lipidos superior e inferior siempre miran juntas hacia el centro de los poros y los AMP no
son necesarios para pasar a través de toda la bicapa de fosfolipidos; por lo tanto, este
modelo puede explicar el efecto de algunos AMP cortos. Los estudios han demostrado
que los AMP como la melitina y la protegrina-1 funcionan a través del modelo de “poro
toroidal” (13).

De manera similar al modelo de “toroidal pore”, en el modelo de “agregate”, los AMP
primero son atraidos electrostaticamente a la membrana de la célula tumoral. Luego, los
AMP se combinan con lipidos para formar complejos micelares, y los agregados se
insertan en la membrana celular, formando poros transmembrana dinamicos. La
diferencia con el modelo de “toroidal pore” es que los AMP que funcionan a través del
modelo de “agregate” no tienen una orientacién especifica y, por lo general, solo hay un

AMP ubicado en el centro del agregado (13).

N

jElectrostatic interaction

C “Toroidal-pore” model D “Aggregate” model
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Figura 2. Representacion gréafica de los modelos mas significativos de interaccion
electrostatica de los AMPs cationicos con la membrana en células cancerosas. Donde las
cargas estan representadas como carga positiva (+) y negativa (-). A) modelo “barrel-
stave”, B) modelo de “carpet”, C) modelo de “toroidal-pore”, D) modelo “aggregate”.
Tomado de Ziyi Dong et.al 2024.

1.2.2. Estimulacion de vias apoptoticas por los ACPs

Las células cancerosas, sin importar su origen o tipo, suelen ser resistentes a la apoptosis,
lo cual resulta en un retraso en la muerte celular y un crecimiento descontrolado (14). En
este sentido, algunos ACPs pueden afectar a los factores reguladores de la apoptosis en
las células cancerosas, activando asi la muerte celular. Ello sucede en los KT2 y RT2, que
son dos variantes de la Leucrocina I (NGVQPKY), un ACP proveniente de la sangre de
Crocodylus siamensis (15). Tanto KT2 y RT2 pueden actuar como ligandos de receptores
de muerte (como TNF R1, Fas o TRAIL R2) al interactuar con la membrana de la célula

cancerosa, induciendo asi la via extrinseca de la apoptosis (12).

Asi mismo, otros ACPs pueden activar la via intrinseca de la apoptosis siendo
principalmente aquellos que siguen el modelo de poro toroidal, el cual les permite a los
péptidos ingresar al interior de la célula e interactuar con la membrana mitocondrial,
activando la muerte celular programada (4). Normalmente, la via intrinseca es regulada
por las proteinas de la familia Bcl-2 y promueve la permeabilizacién de la membrana
externa mitocondrial, efecto conocido como MOMP. Ello permite la liberacién de
factores proapoptoticos como el citocromo-c y el segundo activador de caspasa derivado
de la mitocondria (SMAC) y Omi (también conocida como HtrA2, una proteasa serina
mitocondrial que favorece la apoptosis al inhibir a las proteinas antiapoptoéticas de la
familia IAP), que en consecuencia permiten la formacion del apoptosoma que conduce a
la muerte celular (14). Uno de los péptidos que estimula la mencionada via intrinseca de
la apoptosis es CecropinXJ (WKIFKKIEKMGRNIRDGIVKAGPAIEVLGSAKAIGK),
proveniente de gusanos de seda Bombyx mori (4). Especificamente, cecropin XJ ha
reportado actividad contra distintos tipos de cancer como leucemia, estbmago, eséfago y
hepatico a través de la interaccion con la membrana mitocondrial (12). Otro ejemplo, es

la buforina 11B (RAGLQFPVG[RLLR]3), un ACP derivado de la histona H2A, capaz de
8
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atravesar la membrana de la célula tumoral sin sufrir dafio, actuar sobre las
mitocondrias, liberar citocromo-c y activar la proteina de apoptosis caspasa-9 e
inducir la apoptosis en células de cancer de cuello uterino (Hela) por la via
mitocondrial (13,15).

1.2.3. Efecto anticancerigeno de los residuos de aminoacidos en ACPs

Estudios previos han demostrado que ciertos residuos de aminoacidos presentan
diferentes acciones anticancerigenas en los ACPs (5,7). Asi, los residuos catidnicos
como la lisina, arginina e histidina tienen caracteristicas polares e hidrofilicas, por
lo que causan un efecto de disrupcion de la integridad de la membrana celular,
conduciendo a citotoxicidad en las celulas cancerosas (5). En tanto, residuos
anionicos como el acido glutdmico y el acido aspartico han mostrado tener un
efecto antiproliferativo en células tumorales hepatocelulares (HepG2, Huh-7), y
células tumorales pulmonares (HLE) (16). Asi mismo, los residuos de cisteina en
ACPs, no tienen un rol de selectividad o citotoxicidad en células cancerigenas,
pero pueden estabilizar y mantener estructuras de dominios o motivos (5). Por
ejemplo, en las defensinas, los enlaces disulfuro le otorgan una estructura estable y
minimiza la degradacion del ACP por proteasas (3). En particular, los ACPs de
hojas beta plegadas, como la lactoferrina bovina, suelen presentar dos 0 mas
puentes disulfuros que estabilizan su estructura (10). En tanto, las prolinas y
glicinas, son residuos alifaticos no polares que son clave para la flexibilidad
conformacional de los péptidos, lo que permitiria una mejor interaccion con la
membrana y una mayor actividad citotdxica (6,10). Por otro lado, los dominios de
triptéfano en péptidos bioactivos son importantes para la penetracion de dichas
moléculas a través de la membrana (17). La biodisponibilidad y estabilidad
fisioldgica de los ACPs también es influenciada por la cantidad y secuencia de los
aminoéacidos del péptido, por lo que en algunos estudios se han modificado las

secuencias de los ACPs para mejorar su actividad anticancerigena. (4,6)

1.3. Estudios computacionales en ACPs
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Los estudios in silico en los ACPs se han conducido para descifrar el mecanismo
de accidn o el tipo de interacciones establecidas por estos péptidos ya sea con la
membrana o con diferentes dianas celulares, usando simulaciones en
computadora. Por ejemplo, segin Ramos-Martin (18), se caracterizo la interaccion

entre las membranas celulares y

la Cecropina XJ, un ACP de la familia de Cecropinas B, presente en las larvas de
los gusanos de seda (Bombyx mori) (18). Mediante simulaciones de dinamica
molecular se describié la conformacion de Cecropina XJ en complejo con
componentes de la membrana celular, incluidas la fosfatidilserina y
fosfatidiletanolamina. Ademas, se reportd la presencia de 3 dominios conservados
que serian determinantes en el reconocimiento de las membranas celulares (18).
Asi también segun Quemé-Pefia (19), usando vesiculas endociticas y simulaciones
computacionales, revelaron la forma de interaccion de 5 ACPs helicoidales con
componentes de la membrana. Los autores concluyeron que su estructura
helicoidal, orientacion y é&rea de interaccion con la superficie celular es

determinante para su accion anticancerigena (19).

La amplia variedad de dianas que son atacadas y destruidas por los AMPs/ACPs
ha despertado gran interés por estos péptidos y varios estan siendo investigados en
ensayos clinicos (5). Dicho logro ha sido posible, entre otras cosas, gracias a la
prediccion de las propiedades ADMET (Absorcion quimica, Distribucion,
Metabolismo, Excrecion y Toxicidad) de dichos péptidos bioactivos. Dichas
propiedades se determinan computacionalmente durante el disefio de farmacos y
cualquier compuesto que vaya a ser evaluado en ensayos preclinicos y clinicos (20).
Asi, un farmaco ideal, debe ser absorbido en el cuerpo, tener una distribucion que
permita alcanzar a varios tejidos y 6rganos, ser metabolizado de una manera en la
que no pierda inmediatamente su actividad, ser eliminado de una manera correcta
y no presentar toxicidad (21). Dichas condiciones también deben ser cumplidas por
los AMPs/ACPs para ser testeados en pacientes, para lo cual se emplean programas
computacionales como primera aproximacion, que siguen diferentes métodos de
Machine Learning incluidos Support vector Machine (SVM), artificial neural
network (ANN), recursive partitioning (RP), o bayesian naive (BN) (20). De esta
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manera los estudios in silico han contribuido al conocimiento y descripcién de
AMPs/ACPs y sus mecanismos de accion, a través de predicciones y

aproximaciones de bajo costo, pero de gran eficiencia.

1.4. Presencia de AMPs/ACPs en cocodrilos

Los ACPs se encuentran en una gran variedad de organismos (10), incluyendo los
cocodrilos, los cuales han sido objetivo de bldsqueda como fuente de péptidos,
debido a su potente sistema inmune que los protege contra infecciones por

bacterias, hongos y

virus (22). Por ejemplo, se ha descrito un péptido cationico en cocodrilos, cOT2,
derivado de la ovotransferrina y presentes en los huevos de cocodrilo siamés
(Crocodylus siamensis) (23). Esta molécula mostr6 una fuerte actividad
antimicrobiana contra Vibrio cholerae. Otros péptidos de cocodrilos son las -
defensinas, que si bien no presentan actividad anticancerigena, inhiben el

crecimiento bacteriano y la formacion de biofilm (22).

Por otra parte, las leucrocinas modificadas, como KT2 y RT2, han demostrado
actividad anticancerigena ademéas de su efecto antibacteriano (24-26). Estas
variantes fueron disefiadas artificialmente a partir de las leucrocinas originales
(NGVQPKY-NH.), afiadiendo residuos cationicos y modificando su estructura para
optimizar sus propiedades fisicoquimicas y estructurales. Las leucrocinas
originales, aisladas de leucocitos de cocodrilos, exhiben fuerte actividad contra
Staphylococcus epidermidis, Salmonella typhi y Vibrio cholerae, atribuida tanto a

su carga positiva (+1) como a su alto nivel de hidrofobicidad (24).

1.5. Nuevos ACPs encontrados en cocodrilo

En 2020, se analizaron lisados de distintos dérganos (intestino, ojos, rifiones,
pulmones, estomago, traquea y corazon) y suero de Crocodylus porosus con el fin

de evaluar su capacidad para inhibir el crecimiento celular y determinar su
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citotoxicidad en lineas celulares cancerigenas in vitro. Los resultados mostraron
que los lisados de tejidos de cocodrilo, incluidos tiroides, vesicula biliar, rifiones,
suero y pulmones, presentaron una inhibicion del crecimiento y una citotoxicidad
significativa en las lineas celulares mencionadas. Posteriormente, con el objetivo
de identificar los compuestos responsables de este efecto anticancerigeno, se
sometié el suero a un proceso de separacion mediante cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de masas en tandem (LC-MS/MS) (27). Donde se
encontré 749 peptidos en las muestras evaluadas de suero de C. porosus. Al
aplicarse métodos computacionales basados en el programa Machine Learning of
Anticancer Peptides (MLACP) se predijo que 207 de estos péptidos eran posibles
péptidos anticancerigenos (ACPSs), considerando su composicién tanto a nivel de
aminoacidos como a nivel atdbmico CHONS (ATC) y sus propiedades
fisicoquimicas (28). Para ello, el MLACP empled dos métodos tedricos, el de
“Prediccion de péptidos anticancerigenos basados en maquinas vectoriales”
(SVMACP) y el de “Prediccion aleatoria de péptidos anti cancerigenos basada en
bosques” (RFACP) (28).

1. HIPOTESIS, PREGUNTA DE INVESTIGACION Y
OBJETIVOS

2.1. Planteamiento del problema

El cancer es un importante problema social, de salud publica y econémico, donde
las estadisticas mundiales para el afio 2022 indicaron que hubo casi 20 millones de
casos nuevos de cancer y cerca de 10 millones de muertes por dicha patologia
(29). EIl tratamiento anticancerigeno actual incluye mas de un centenar de
farmacos aprobados, a pesar de lo cual, la bldsqueda de nuevos compuestos
antitumorales es continua y persiste. La necesidad de contar con nuevos farmacos
anticancerigenos es, en parte debido a la farmacorresistencia que surge por la

administracion de farmacos anticancerigenos, como los quimioterapéuticos.
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Ademas, los efectos secundarios ligados a la administracion de drogas
anticancerigenas complican el manejo medicamentoso de la enfermedad y
aumentan la posibilidad de recurrencia, siendo necesarios nuevos esgquemas
farmacologicos incluyendo la inmunoterapia (30). Sin embargo, el descubrimiento
de nuevos tratamientos no es sencillo y demanda esfuerzos multidisciplinarios.
Con ese escenario, es razonable que se busquen nuevas alternativas de tratamiento,

siendo de gran interés las moléculas de origen natural.

El hallazgo de que algunos péptidos antimicrobianos (AMPS) pueden destruir
células neoplésicas ha abierto una nueva via para el desarrollo de compuestos
activos contra células transformadas. Recientemente se estan realizando ensayos
clinicos en varios medicamentos y vacunas basados en péptidos sintéticos. La
libreria nacional de medicina NLM (Niveles Nacionales de Medicina) de los
Institutos Nacionales de Salud (NIH) proporciona y actualiza informacién sobre
ensayos clinicos en el sitio web ClinicalTrials.gov. Se identificaron y buscaron un
total de 792 estudios entre 1995 y 2019 con palabras clave como "céancer",
"péptido”, "farmaco™ o "bioldgico"”, excluyendo intervenciones con péptidos no
anticancerigenos, como la conducta y la cirugia (5). Asi también en los Gltimos
afios (2021-2023), se han aprobado 17 péptidos por parte de la FDA (Food and

drug administration), lo que representa casi la mitad del total de péptidos

aprobados durante la década anterior, que ascendié a 37 entre 2011 y 2020 (31).
Este incremento refleja el creciente interés y avance en el desarrollo de terapias
basadas en péptidos.

Los ACPs provienen de diversas especies entre mamiferos, plantas, aves, anfibios,
peces, insectos y microbios, y varias revisiones han destacado la estructura, la
actividad y el mecanismo de accion de estos (11), aunque hasta el momento
ningin AMP/ACP de cocodrilo ha sido investigado en ensayos preclinicos y
clinicos. Inclusive algunos ACPs de origen animal han sido modificados para
mejorar sus propiedades, como es el caso del RT2, un tipo de AMP/ACP conocido
como originalmente como leucrocina, que fue probado en modelos de raton nude
mice con injertos de cancer de colon, mostrando actividad anticancerigena y

promoviendo apoptosis a traves de la activacion de caspasas y p53. (32).
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Sobre el mecanismo de accion, se sabe que la accion de los ACPs sobre células
transformadas es mediada por su capacidad para alterar la membrana plasmatica al
unirse a fosfolipidos anidnicos o, en ciertos casos, a receptores de membrana. Los
ACPs también poseen propiedades ventajosas como su baja toxicidad, alta
penetracion en tejidos, buena solubilidad, facilidad para ser modificadas, y una alta
especificidad (33). Es asi como los ACPs pueden convertirse en agentes
terapéuticos atractivos, capaces de distinguir a células cancerigenas de células

normales, a diferencia de la terapia anticancerigena convencional.

En ese sentido, un estudio determind la presencia de 207 ACPs en suero de
cocodrilo, utilizando el software MLACP que aplica algoritmos de Machine
Learning para predecir la actividad anticancerigena. Los autores consideraron las
propiedades fisicoquimicas y la secuencia de los ACPs, y los contrastaron con
moléculas con demostrada actividad antineoplasica in vitro (27). Aunque este
estudio logro identificar péptidos con actividad anticancerigena, no describi6 las
propiedades ni el mecanismo de accién de los ACPs candidatos. Por lo tanto, no se
sabe si los ACPs candidatos de cocodrilo ingresan al medio intracelular para
promover la apoptosis o si despliegan su accion a nivel extracelular alterando las

membranas, o si actlian a través de otros mecanismos.

En el presente estudio nos propusimos predecir las propiedades y posibles dianas
de los ACPs candidatos de Crocodylus porosus utilizando herramientas
bioinforméticas deandlisis de secuencia peptidica. Recopilar esta informacion
mejorara el conocimiento sobre los ACPs de cocodrilos y aumentara el interés en
estos compuestos y su investigacion como posibles candidatos anticancerigenos.

2.2. Pregunta de investigacion
- ¢Cudles son las propiedades fisicoquimicas, estructurales y las posibles

dianas moleculares de los péptidos candidatos de Crocodylus porosus con

potencial anticancerigeno?

2.3. Objetivos
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2.3.1. Objetivo general

Describir las caracteristicas fisicoquimicas, estructurales, dianas moleculares
potenciales y propiedades ADMET de ACPs candidatos de C. porosus aplicando

métodos bioinformaticos.

2.3.2. Objetivos especificos

a) Describir las propiedades fisicoquimicas y estructurales de los ACPs

candidatos.

b) Evaluar in silico la probabilidad de que los ACPs candidatos
atraviesen la membrana

c) Predecir dianas protéicas en células humanas de los ACPs

I, MATERIALES Y METODOS

3.1.-Disefio del estudio

El presente fue un estudio integramente in silico, con un disefio no experimental,
observacional, retrospectivo, haciendo uso de datos disponibles en recursos
publicos. La Fig. 3 muestra los procedimientos y los recursos bioinformaticos

empleados en la investigacion.
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Figura 3. Flujograma del estudio
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3.2.-Recursos bioinformaticos

Por su naturaleza, el estudio empled una variedad de programas de libre acceso (Tabla
1).

Tabla 1. Recursos bioinformaticos

Nombre del Informacién Referenc

recurso obtenida ia

16




AntiCP 2.0 https://webs.iiitd.edu.in/raghava/anticp2 (34)
ACPred http://codes.bio/acpred/ Prediccion de (35)
ACPs
Protparam https://web.expasy.org/protparam/ Propiedades (36)
fisicoquimica
S
APD3 https://aps.unmc.edu/AP/ @37)
C2Pred http://lin-group.cn/server/C2Pred Capacidad de (38)
atravesar la
membrana
ADMET https://admetmesh.scbdd.com/ Estabilidad (21)
Lab 2.0 de los
candidatos a
condiciones
fisioldgicas
Pymol https://www.pymol.org/ Estructura (39)
secundaria
Alphafold https://alphafold.ebi.ac.uk/ (40)
Pharmmaper | https://www.lilab-ecust.cn/pharmmapper/ Posibles (41)
dianas
bioldgicas
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Panther https://www.pantherdb.org/ Ontologia (42)

ANuPP https://web.iitm.ac.in/bioinfo2/anupp/about | Agregacion (43)
/
BLASTp https://blast.nchi.nIm.nih.gov/Blast.cgi Similitud de (44)
secuencias

3.3.-Obtencion de las secuencias de ACPs candidatos

Las secuencias de los 207 péptidos anticancerigenos analizados en este estudio se
obtuvieron de la tabla de resultados publicada por Jayemogan et al. en el afio 2020
(27), quienes predijeron dichos péptidos mediante herramientas bioinformaticas
especificas para la identificacion de ACPs. La tabla original se incluye como
Anexo 1 de la presente tesis. Las secuencias se escribieron en formato FASTA
para los andlisis posteriores.

3.4.- Prediccidn de actividad anticancerigena

Se realizé una verificacion inicial de la actividad anticancerigena de los 207 ACP
candidatos reportados en este estudio, usando los programas AntiCP 2.0
(https://webs.iiitd.edu.in/raghava/anticp2) y ACPred (http://codes.bio/acpred/). El

primero utiliza un modelo de SVM (Support vector machine), que considera
diversas caracteristicas derivadas de las secuencias de aminoacidos, como
composiciones de aminoacidos, dipéptidos y propiedades fisicoquimicas, para
entrenar dicho modelo SVM

(34). Mientras que ACPred utiliza una combinacién de modelos de aprendizaje

automatico, incluyendo SVM (Support vector machine) y RF (Random forest),

18


http://www.pantherdb.org/
https://www.zotero.org/google-docs/?7K6SKd
https://www.zotero.org/google-docs/?HzgNrD
https://www.zotero.org/google-docs/?oPn3yG
https://webs.iiitd.edu.in/raghava/anticp2
http://codes.bio/acpred/
https://www.zotero.org/google-docs/?6bTtnL

para predecir la actividad anticancerigena de los péptidos (35). Para el proceso se
ingresaron las secuencias de los 207 péptidos iniciales en formato FASTA. Las
secuencias que obtuvieron una prediccién con puntuacion positiva (>0.5) en
ambos programas, fueron seleccionadas y tabuladas en una hoja de célculo de

Excel para las siguientes pruebas del estudio.

3.5.- Confirmacion del origen de los ACPs

A continuacion, se realizd un analisis BLAST Unicamente para los ACPs que
cumplieron los criterios establecidos en la prediccién de actividad anticancerigena
segun se indico

antes (seccion 3.4), con la finalidad de confirmar si dichos péptidos pertenecen al
organismo de origen (Crocodylus porosus). Para ello, solo las secuencias en
formato FASTA del paso 3.4 fueron ingresadas una por una utilizando la base de
datos “nhon- redundant protein sequences” (nr) en el programa BLASTp del NCBI

(https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) aplicando los siguientes criterios de

filtrado: cobertura de consulta (query cover) > 90%, valor e (e-value) < 0.01 y
porcentaje de identidad > 90%. Los resultados obtenidos fueron organizados y

tabulados en una hoja de Excel.

3.6.- Prediccidn de las propiedades fisicogquimicas de los ACPs

En esta etapa, se analizaron s6lo los péptidos que cumplieron los criterios
impuestos tanto en el BLAST (seccion 3.5) como en la prediccion de actividad

anticancerigena con las pruebas de machine learning (seccion 3.4).

Usando el programa ProtParam  (http://web.expasy.org/protparam) se

determinaron las principales propiedades fisicoquimicas de los péptidos
seleccionados. Para ello, se ingresaron las secuencias individuales en formato
FASTA en ProtParam, eligiendo los siguientes parametros fisicoquimicos: peso
molecular (MW), carga neta, punto isoeléctrico (pl) y el GRAVY (Grand average
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of hydropaticity). Dichas caracteristicas se tabularon por cada péptido.

3.7.- Prediccion de la estructura secundaria de los ACPs

Considerando las propiedades descritas en la seccion anterior, se seleccionaron
solo los péptidos catidnicos (carga neta > 0), ya que tendrian mayor atraccion
electrostatica con la membrana. Seguidamente, sus secuencias se ingresaron en

formato FASTA en el programa AlphaFold (https://alphafold.ebi.ac.uk/) para

predecir sus estructuras secundarias, dejando los parametros en valores

predeterminados. A continuacién, se descargaron las estructuras predichas en

formato “pdb” y se visualizaron en Pymol (https://www.pymol.org/).
Posteriormente, se seleccionaron los péptidos que presentaban estructuras de o-
hélices y B-plegadas para las pruebas subsecuentes, mientras que los péptidos con

estructuras no definidas fueron descartados.

3.8.- Analisis de internalizacion de la membrana

Para la prediccion de péptidos que atraviesan la membrana y que interact(ian con
dianas intracelulares o con la membrana mitocondrial, se aplic6 el programa C2Pred
(http://lin- group.cn/server/C2Pred), donde se ingresaron las secuencias en formato
FASTA de los péptidos seleccionados. EI programa es capaz de predecir si los
péptidos son CPP (Cell penetrating peptides), es decir péptidos con la capacidad de
atravesar la membrana. Los péptidos con un valor de prediccion > 0.5 fueron

clasificados como CPP, y tabulados en hojas de célculo.

3.9.- Prediccidn de dianas biologicas
En primer lugar, se obtuvo el indice de Boman en los ACPs consultando la base de
datos APD3, utilizando la funcién de "AMPs calculator” dejando los parametros en

sus valores predeterminados. Para ello, se ingresaron en formato FASTA las

secuencias peptidicas seleccionadas en la prediccion de actividad anticancerigena

20


https://alphafold.ebi.ac.uk/
https://www.pymol.org/
http://lin-group.cn/server/C2Pred
http://lin-group.cn/server/C2Pred

(seccion 3.3). El indice de Boman es un parametro que indica el potencial de los
péptidos para interactuar con otras proteinas. En este estudio, se seleccionaron los
péptidos con valores de indice de Boman

> 2.48, basado en investigaciones previas que mencionan este valor como un

umbral para una alta afinidad de union a proteinas (9).

Posteriormente, las secuencias seleccionadas en formato FASTA se sometieron a
prediccion estructural mediante AlphaFold, generando modelos tridimensionales
de cada péptido en formato PDB. Seguidamente, los modelos se visualizaron y se
convirtieron a formato mol2 utilizando PyMOL, dado que este formato es
requerido por PharmMapper para la prediccion de dianas bioldgicas. Finalmente,
se ingresaron los archivos mol2 a la plataforma PharmMapper (https://www.lilab-

ecust.cn/pharmmapper/), seleccionando la opcion de “solo objetivos potenciales

en humanos”, y solo las 10 primeras predicciones con mejor puntuacion. Los
resultados se organizaron en tablas que incluyeron el nombre de las dianas, su
cbédigo de identificacién (ID) de UniProt y el puntaje normalizado generado

automaticamente por dicho programa en cada prediccion.

Finalmente, se evalu6 la ontologia génica de cada diana predicha en el paso
anterior, colocando sus IDs de Uniprot en el programa Panther

(https://pantherdb.ora/). El resultado de la ontologia brind6 informacion sobre la

funcién molecular, el rol en los procesos bioldgicos y el componente celular de
cada diana predicha, lo que permitio corroborar si las potenciales dianas estaban
involucradas en procesos relacionados con la carcinogénesis. Los resultados de
cada diana predicha, con su funcion se tabularon en tablas separadas para cada

péptido.

3.10.- Prediccion de propiedades ADMET

La estimacion de los parametros ADMET (Absorcidn, Distribucion, Metabolismo,

Excrecion y Toxicidad) se realiz6 con el programa ADMETLab 2.0

(https://admetmesh.scbdd.com/), para predecir la estabilidad de los péptidos en
condiciones fisioldgicas. La estimacion de ADMET es cominmente hecha para

farmacos, pero en este caso se aplicé a los péptidos de interés.
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Primero se ingresO las secuencias de los péptidos seleccionados al programa

Novopro (https://www.novoprolabs.com/tools/convert-peptide-to-smiles-string )

para transformar los péptidos de formato FASTA a formato SMILES.
Seguidamente se empled el programa ADMETLab 2.0

(https://admetmesh.scbdd.com/) para realizar la estimacion de los pardmetros

ADMET. Asi, para medir la absorcion se analiz6 el valor de HIA (Absorcion
intestinal humana), asi como la permeabilidad en células de la barrera intestinal
Caco-2. Para la medicion de la distribucion se analizo el volumen de distribucion
de la molécula en el organismo (VD), el PPB ("Plasma protein binding”), que es
un indicador de la union entre la molécula y proteinas en la sangre (21). Se evalud
si el péptido podria actuar como inhibidor o sustrato de las enzimas CYP1A2 y
CYP3A4, para estimar su posible efecto sobre el metabolismo. Asi mismo, para la
excrecion se estimé el CL (Clearance) que segin ADMET lab
(https://admetlab3.schdd.com/explanation/#/) es un pardmetro farmacocinético que

mide la eficiencia con la que un farmaco es eliminado del cuerpo y la vida media
(t1/2) que mide el tiempo necesario para que la concentracion del farmaco en el
plasma se reduzca al 50%. Finalmente, para la toxicidad segun
(https://www.nature.com/articles/s41597-024- 03793-0) se midi6 el bloqueo de los

canales i6nicos de HERG (Human Ether-a-go-go- Related Gene), que se
encuentra relacionado a los ataques cardiacos, el dafio hepatico DILI (Dafio
Hepatico Inducido por Farmacos), la toxicidad AMES y carcinogenicidad. Los

valores de las propiedades descritas se tabularon en una tabla de resultados.

3.11.- Prediccion de la agregacion de los ACPs

Para predecir la agregacion de los péptidos, se utilizd el programa ANuPP

(https://web.iitm.ac.in/bioinfo2/anupp/about/), disefiado para identificar regiones

potencialmente propensas a la agregacion (APRs). Los péptidos seleccionados por
su actividad anticancerigena predicha con las pruebas de machine learning
(seccion 3.4), se ingresaron en formato FASTA en la plataforma. Aunque no se
empled como criterio de seleccion de ACPs, este analisis se realizd con fines
descriptivos para conocer la propensién a la agregacion de los péptidos, ya que
estudios Vaezi et al. (2020) sugieren que la agregacion podria modular la
actividad y selectividad de los ACPs (44). Los resultados obtenidos se

22


https://www.novoprolabs.com/tools/convert-peptide-to-smiles-string
https://admetmesh.scbdd.com/
https://admetmesh.scbdd.com/
https://www.zotero.org/google-docs/?Qc0iuh
https://admetlab3.scbdd.com/explanation/%23/
https://www.nature.com/articles/s41597-024-03793-0
https://www.nature.com/articles/s41597-024-03793-0
https://web.iitm.ac.in/bioinfo2/anupp/about/

organizaron en una tabla que incluye la puntuacion de la prediccion y un indicador

que sefiala si cada péptido presenta 0 no regiones propensas a la agregacion.

IV.- CUESTIONES ETICAS

En el presente estudio no hubo sujetos participantes ni pruebas con animales ni
células. Se obtuvo la exoneracion de la aprobacion del proyecto con registro
SIDISI N° 209719, por el Comité Institucional de Etica de la UPCH (constancia
CAREG-ORVEI-019-23). Los datos utilizados son de libre acceso para el publico,

por lo que su uso posterior es viable.

V.- RESULTADOS

5.1.- Prediccién de actividad anticancerigena

Con el objetivo de confirmar la actividad anticancerigena de los 207 ACPs
candidatos estimada por Jayemoyang et. al (27), estos se sometieron a una
evaluacion de propiedades anticancerigenas con los programas de Machine
Learning AntiCP 2.0 y ACPred, los cuales estiman la probabilidad de que dichos
péptidos sean ACPs. Se encontr6 que 48 ACPs candidatos tuvieron una prediccion
positiva en ambos programas, mientras que los otros 159 péptidos resultaron con
predicciones favorables s6lo en uno de los programas o en ninguno de ellos. Los
resultados de estas estimaciones se tabularon en el Anexo 2, donde se le asignaron
nuevas nomenclaturas a los péptidos analizados. Sélo los 48 ACPs predichos por

AntiCP2.0 y ACPred fueron considerados para las pruebas siguientes.

5.2.- Verificacion de origen de los ACPs

Se verifico el origen de los péptidos de estudio, para confirmar que los mismos
procedian de C. porosus, para lo cual se realizé un analisis BLASTp de las 48
secuencias seleccionadas del paso anterior. La comparacién se llevo a cabo contra
la base de datos “non redundant protein sequences(nr)”, sin restringir la busqueda

a un organismo especifico.

Los resultados mostraron que ninguna de las 48 secuencias presentd coincidencias
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siguiendo los criterios mencionados en la metodologia (Anexo 3). Ademas, las
proteinas identificadas en el andlisis pertenecian a organismos distintos a C.
porosus, predominando diferentes especies de bacterias como Acidovorax o
Pseudomonas, y en menor medida, arqueas, hongos y otros organismos. Sin
embargo, a pesar de que los resultados del analisis no cumplieron los criterios de
seleccion establecidos, se identificaron dos péptidos con coincidencias en especies
de la clase sauropsida. Asi, el pep 24 mostrd similitud con proteinas de Alligator
mississippiensis. Mientras que pep 40 mostrd coincidencias con proteinas tanto de
C. porosus como de A. mississippiensis, y Gavialis gangeticus (Anexo 3). A pesar
de que la mayoria de péptidos no mostraron indicios de pertenecer a C. porosus,
fueron analizados de acuerdo al protocolo de estudio por tratarse de ACPs con

potencial anticancerigeno.

5.3.- Prediccidn de las propiedades fisicoquimicas

Se estimaron las propiedades fisicoquimicas de los 48 péptidos seleccionados, que
incluyeron carga neta, peso molecular (MW), pl, tamafio, hidrofobicidad (Tabla
3). El tamafio de los péptidos oscil6 entre 5 a 11 residuos de aminoacidos, mientras
que la media del MW fue de 0.81 kDa (Tabla 2). De igual manera, la carga neta de
los péptidos a pH 7, oscilo entre -1 y 2.5, encontrando que la mayoria (n=31)
tenian una carga neta positiva (>0), mientras que 12 péptidos presentaron una
carga neutra, y 5 péptidos mostraron una carga neta negativa. Por otro lado, los
valores del punto isoeléctrico (pl) presentaron una media de 7.70, donde aquellos
con pl menores a 7 serian péptidos anionicos a pH neutro mientras que los

péptidos con un pl elevados a 7, son cationicos a ese mismo pH (Tabla 2).

Tabla 2. Propiedades fisicoquimicas de los 48 ACPs predichos de lisado de

érganos y suero de C. porosus

Nombre Secuencia Tamario MW Carganeta pl

@  4pg  OHD

pepl | HFSLLMGSLFK 11 1.28 11 8.76 0.89

24



pep2 | LHPDFSSSLLK | 11 1.24 0 6.74 -0.04
pep3 | TLPDTLTEWK | 10 1.2 -1 437 -0.79
pepd | WVLFGFFPGR | 10 1.23 1 9.75 0.86
pep5 | HFFPDELWK 9 1.22 -0.5 5.32 0.8
pep6 | FMWAAMYSR 9 1.16 1 8.75 0.3

pep? DLALHVHK 8 0.93 1 6.92 -0.03
peps FFPEDLWK 8 1,08 -1 4.37 05
pep9 | NNAHVLHK 8 0.9 2 8.76 -0.94
pepl0 | TYNAKFYK 8 1.03 2 9.52 -1.25
pepll | QFAPLFLK 8 0.96 1 8.75 0.75
pepl2 LLDDLLK 7 0.82 -1 421 0.61
pepl3 HHVPVAK 7 0.78 2 8.76 -0.24
pepl4 LSADTWK 7 0.81 0 5.84 0.6
pepl5 WLSVVPR 7 0.85 1 9.75 0.62
pepl6 QPVYPWK 7 0.91 1 8.59 -1.22
pepl7 LLTHVMK 7 0.84 15 8.76 0.84
pepl8 YFTWLHK 7 0.99 15 8.6 -0.48
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pepl9 QMWVPNK 0.9 1 8.75 -1.04
pep20 YDLVFYK 0.9 0 5.83 0.11
pep21 LYEWSLK 0.9 0 6 -0.4
pep22 EPPEPRR 0.87 0 6.24 -2.97
pep23 MWVFPER 0.96 0 5.75 -0.22
pep24 FFYPGK 0.75 1 8.59 -0.26
pep25 WAFPLK 0.76 1 8.75 0.33
pep26 WVDLDK 0.77 -1 4.21 -0.63
pep27 TFPLPK 0.7 1 8.41 -0.2
pep28 TFPPLK 0.7 1 8.41 -0.2
pep29 LLVSHK 0.69 15 8.76 0.65
pep30 LFDVYK 0.78 0 5.83 0.35
pep31 GFWESR 0.78 0 6 -1.21
pep32 WLLLEK 0.8 0 6 0.51
pep33 LVDKLK 0.7 1 8.59 0.08
pep34 RPSVHK 0.7 2.5 11 -1.63
pep35 YQFPPR 0.8 1 8.75 -1.61
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pep36 LMPMFR 6 0.7 1 9.75 0.71
pep37 DLLFK 5 0.6 0 5.84 0.6

pep38 FEYGR 5 0.6 0 6 -1.38
pep39 LPALK 5 0.5 1 8.75 0.78
pep40 SSWKK 5 0.6 2 10 -2.06
pep4l LPLLR 5 0.6 1 9.75 1.06
pep42 TLLSK 5 0.5 1 8.41 0.44
pep43 LFPLK 5 0.6 1 8.75 0.98
pep44 LTLSK 5 0.5 1 8.75 0.44
pep4s DLLLR 5 0.6 0 5.84 0.68
pep46 MYGTK 5 0.5 1 8.34 -0.88
pep47 YAPLR 5 0.6 1 8.75 -0.36
pep48 HTAYK 5 0.6 11 8.6 -1.46

También se calculé el valor de GRAVY para los péptidos en estudio, lo que
permite estimar la tendencia hidrofobica o hidrofilica de péptidos y proteinas. Los
resultados mostraron que 27 peptidos tienen un valor de GRAVY negativo,
indicando una tendencia hidrofilica, mientras que los otros 21 péptidos tienen un
valor de GRAVY positivo, lo que sugiere que son mas hidrofébicos que los

primeros.
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5.4.- Prediccion de las propiedades estructurales y agregacion

Ademas de las propiedades fisicoquimicas, se predijeron también las estructuras
3D de los péptidos, donde 9 de los 48 péptidos presentaron estructuras o - hélice,
mientras que los otros 39 péptidos restantes presentaban estructuras “random

coil”, es decir que no poseen una estructura secundaria definida (Tabla 3).

Tabla 3. Prediccion de la estructura secundaria y presencia de regiones

propensas a agregacion (APR) en los 48 ACPs predichos.

Péptidos Presencia de regiones
Estructura propensas a Puntaje de
Nombre Secuencia secundaria  agregacion (APR) las APR
pep 1 HFSLLMGSLFK | alfa hélice Si 3.10
pep 2 LHPDFSSSLLK | random coil no 2.36
pep 3 TLPDTLTEWK | alfa hélice no 1.60
pep 4 WVLFGFFPGR | random coil Si 2.98
pep 5 HFFPDELWK | random coil no 1.37
pep 6 FMWAAMYSR | alfa hélice no 1.42
pep 7 DLALHVHK alfa hélice Si 1.95
pep 8 FFPEDLWK alfa hélice no 0.93
pep 9 NNAHVLHK random coil Si 1.77
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pep 10 TYNAKFYK alfa hélice no 0.94
pep 11 QFAPLFLK random coil Si 1.67
pep 12 LLDDLLK alfa hélice no 0.88
pep 13 HHVPVAK random coil si 1.30
pep 14 LSADTWK random coil no 0.52
pep 15 WLSVVPR random coil Si 1.06
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pep 16 QPVYPWK random coil no 0.85
pep 17 LLTHVMK random coil Si 1.23
pep 18 YFTWLHK random coil si 1.09
pep 19 QMWVPNK random coil no 0.72
pep 20 YDLVFYK alfa hélice Si 1.25
pep 21 LYEWSLK random coil no 0.84
pep 22 EPPEPRR random coil no 0.35
pep 23 MWVFPER random coil no 0.91
pep 24 FFYPGK random coil no 0.43
pep 25 WAFPLK random coil no 0.42
pep 26 WVDLDK random coil no 0.28
pep 27 TFPLPK random coil no 0.34
pep 28 TFPPLK random coil no 0.29
pep 29 LLVSHK random coil Si 0.63
pep 30 LFDVYK random coil Si 0.62
pep 31 GFWESR random coil no 0.35
pep 32 WLLLEK random coil no 0.48
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pep 33 LVDKLK alfa hélice no 0.38

pep 34 RPSVHK random coil no 0.30

pep 35 YQFPPR random coil no 0.25

pep 36 LMPMFR random coil no 0.34

pep 37 DLLFK random coil no calculable no calculable
pep 38 FEYGR random coil no calculable no calculable
pep 39 LPALK random coil no calculable no calculable
pep 40 SSWKK random coil no calculable no calculable
pep 41 LPLLR random coil no calculable no calculable
pep 42 TLLSK random coil no calculable no calculable
pep 43 LFPLK random coil no calculable no calculable
pep 44 LTLSK random coil no calculable no calculable
pep45 DLLLR random coil no calculable no calculable
pep46 MYGTK random coil no calculable no calculable
pep 47 YAPLR random coil no calculable no calculable

HTAYK
pep 48 random coil no calculable no calculable
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En general, los péptidos anticancerigenos (ACPs) suelen presentar una estructura o-
hélice y carga neta positiva (>0), ya que suelen presentar una conformacion
antipatica, lo cual favorece la interaccion con la membrana (11), que sumado a su
carga neta positiva aumentan la afinidad de los péptidos por las membranas
cargadas negativamente de las células cancerosas, mejorando su eficacia como
ACPs. Considerando estos criterios, se identificaron solo 5 péptidos con

estructuras a-hélice que a su vez presentaban una carga neta positiva: pep 1, pep 6,

pep 7, pep 10 y pep 33 (fig. 4).

pepl: HFSLLMGSLFK pep7: DLALHVHK

pep6: FMWAAMY SR pepl0: TYNAKFYK
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pep33: LVDKLK

Fig. 4. Estructura secundaria de pepl, pep6, pep7, peplO y pep33. ACPs que
presentan estructuras alfa-hélices con una carga neta positiva. Las partes rojas son
las estructuras a- helicoidales de los péptidos. Prediccion de la estructura
secundaria realizada con Alphafold. Representacion 3D y seleccion de estructuras

alfa hélice realizada con Pymol.

De los 48 ACPs analizados, se predijo que 12 presentaban regiones propensas a
agregacion (APRs), Se sabe que, la agregacion de péptidos anfifilicos disminuye
su hidrofobicidad efectiva al ocultar las fracciones no polares de la fase acuosa
(45). En contraste, 24 péptidos no mostraron APRs, mientras que en otros 12 casos
no fue posible realizar la prediccion. Finalmente, al evaluar los 5 péptidos que
presentaron estructura a- hélice y carga neta positiva, se encontrd que pep 1, pep 6
y pep 7 presentaban APRs, lo que podria afectar su funcionalidad. En cambio, pep
10 y pep 33 no mostraron APRs (Tabla 3).

5.5.- Prediccion de la interaccidon con la membrana

La capacidad de atravesar la membrana se evalud en los 48 péptidos elegidos (ver
seccién 5.2) usando el programa C2Pred, cuyo resultado mostré un total de 19
péptidos clasificados como CPPs (Cell Penetrating Peptides, péptidos que
penetran la célula), mientras que los 29 restantes se clasificaron como no CPP
(Tabla 4). Como parametro de interaccion con proteinas, a continuacion, se calculo
el indice de Boman, encontrando que 6 de los 48 péptidos tuvieron valores mayores
a 2.48, indicativo de una fuerte interaccion con otras proteinas. Dichos péptidos
fueron pep 22, pep 31, pep 34, pep 35, pep 38 y pep

40. Asi mismo, 2 de esos 6 péptidos (pep 22 y pep 38) fueron predichos como
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CPPs, mientras que pep 31, pep 34, pep 35 y pep 40 resultaron predichos como no
CPPs.

Tabla 4.- Prediccion de CPPsy valores del indice de Boman en los 48 ACPs

predichos

Nombre Secuencia indice de Boman (kcal/mol) Prediccion de CPP
pepl | HFSLLMGSLFK -0.63 CPP
pep2 LHPDFSSSLLK 1.03 CPP
pep3 TLPDTLTEWK 1.662 CPP
pep4 WVLFGFFPGR -0.71 no CPP
pep5 HFFPDELWK 1.39 no CPP
pep6 FMWAAMY SR 0.53 no CPP
pep7 DLALHVHK 0.98 CPP
pep8 FFPEDLWK 0.98 no CPP
pep9 NNAHVLHK 2.17 CPP
pepl10 TYNAKFYK 1.97 no CPP
pepll QFAPLFLK -0.81 no CPP
pepl2 LLDDLLK 0.47 CPP
pepl3 HHVPVAK 0.71 no CPP
pepl4 LSADTWK 1.59 no CPP
pepls WLSVVPR 0.42 no CPP
pepl6 QPVYPWK 0.69 no CPP
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pepl7 LLTHVMK -0.49 no CPP
pepl8 YFTWLHK 0.38 no CPP
pepl9 QMWVPNK 1.28 no CPP
pep20 YDLVFYK 0.37 no CPP
pep21 LYEWSLK 0.53 no CPP
pep22 EPPEPRR 6.2 CPP

pep23 MWVFPER 1.43 CPP

pep24 FFYPGK -0.2 no CPP
pep25 WAFPLK -1.08 no CPP
pep26 WVDLDK 1.95 no CPP
pep27 TFPLPK 0.03 CPP

pep28 TFPPLK 0.03 CPP

pep29 LLVSHK -0.04 no CPP
pep30 LFDVYK 0.41 no CPP
pep31l GFWESR 3.14 no CPP
pep32 WLLLEK -0.78 CPP

pep33 LVDKLK 0.99 no CPP
pep34 RPSVHK 4.081 no CPP
pep35 YQFPPR 2.93 no CPP
pep36 LMPMFR 0.38 CPP

pep37 DLLFK 0.29 no CPP
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pep38 FEYGR 3.59 CPP
pep39 LPALK -1.22 CPP
pep40 SSWKK 3.114 no CPP
pep4l LPLLR 0.03 CPP
pep42 TLLSK 0.33 no CPP
pep43 LFPLK -1.45 no CPP
pep44 LTLSK 0.33 CPP
pep45 DLLLR 1.77 CPP
pep46 MYGTK 0.99 no CPP
pep47 YAPLR 1.66 CPP
pep48 HTAYK 2.22 CPP

5.6.- Interaccion de los péptidos con dianas bioldgicas

Para determinar si los péptidos tenian dianas intracelulares, se aplico el método de
docking inverso, que permite identificar potenciales dianas de un grupo de
proteinas o péptidos de interés, imponiendo como condicién que las estructuras de
las dianas estén resueltas y disponibles en el Protein Data Bank (PDB). Esta
aproximacion permite explorar posibles interacciones funcionales y evaluar su
relevancia biologica. Se aplicdé docking inverso, usando PharmMapper,.
unicamente a los seis peptidos (pep 22, pep 31, pep 34, pep 35, pep 38 y pep 40)
que superaron el umbral de indice de Boman (> 2.48), indicador de una afinidad
suficiente para interactuar con proteinas. Aunque se identificaron otros péptidos
con estructura a-hélice, estos no fueron incluidos porque no alcanzaron el umbral

de Boman establecido. Se tom6 en cuenta su capacidad para atravesar la
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membrana al inspeccionar las dianas encontradas, ademas de poner énfasis en

aquellas relacionadas con el proceso de carcinogénesis.

Segun los resultados, pep 22 tendria como dianas extracelulares a la colinesterasa
y el factor del complemento B, mientras que entre las dianas intracelulares
predichas esttn MAPK 10 (Proteina quinasa 10 activada por mitogeno), la
Feniletanolamina N- metiltransferasa, Estromelisina, el receptor de Oxysterol
LXR-beta, MAPK 8 (Proteina quinasa 8 activada por mitdgeno), Fosfoserina

fosfatasa, Glucosilceramidasa y proteina de unién al acido graso (Tabla 5).

Tabla 5. Lista de las 10 dianas moleculares predichas del CPP pep 22
(EPPEPRR) con PharMapper y su ontologia genica obtenida de Panther.

Ontologia génica

Nombre .
Puntaje
del la Rolen los :
., ~normalizad
proteina |~ FUNCION  procesos  COMpoNent puntaj
0
diana  molecular pjglggicos € celular e
Proteina
quinasa 10 actividad
activada por |  Proteina cascada nicleo y
1PMV mitogenos | Serina/treoni|  INK citoplasma | 297 0.99
(MAPK 10) | Nhakinasa
Actividad N-
metiltransfer
asa,
Actividad | biosintesis
metiltransfer de
Feniletanola .
asa adrenalina,
mina N- dependiente | regula la
asa (PNMT) adenosilmeti| estrés *
onina
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Procesos
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1PQ9 LXR-beta | del factor de ARN
(NR1H2) transcripcién _ citosol 2.74 0.91
N polimerasa
de unidn al '
ADN,
especifico de
la ARN
polimerasa ll
Colinesterasa L - .
actividad | regulacion espacio
BCHE .
XLy | ) éster delos | extracelular, | 274 0.91
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carboxilico | niveles de
. membrana
hidrolasa | neurotrans
. plasmatica
misores,
proceso
catabdlico
de
compuestos
organonitro
genados,
proceso
catabdlico
celular
Proteina
quinasa 8 actividad de
activadapor | 12 proteina
- i . JNK ndcleo,
1UKI | mitégenos | serina/treoni _ 2.72 0.90
. citoplasma
(MAPKSg) | Naquinasa cascada
proceso
biosintético
de alfa-
Fosfoserina unién de | aminoacido
fosfatasa iones de S,
1L8L (PSPH) magnesio | desfosforila Citoplasma. | 3.55 088
cion
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proceso
catabolico
derivado de
carbohidrat
0S, proceso
metabolico
de
ceramida,
proceso
actividad | metabdlico
hidrolasa, |[de
Glucosilcera hidrolizando | glicolipidos
10GS midasa compuestos [,  proceso| lisosomas 2.64 0.88
(GBAL) O-glicosilo | catabdlico
de
esfingolipid
0S
Proteina
fijadorade
acidos
grasos, union de tran,s?orte nucleo,
1ITOW | adipocito |4cidos grasos de dcidos citosol 3.44 0.86
(FABP4) 9rases

Dianas extracelulares o de membrana

Dianas intracelulares

* Resultados obtenidos mediante Uniprot.

En el caso de pep 31, aunque no se clasifica como CPP, se predijeron tanto dianas
intracelulares como extracelulares. Compatible con su naturaleza no CPP, se predijo una

diana extracelular que fue el factor inhibidor de la migracion de macrofagos (MIF), esta
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es una proteina con actividad isomerasa que participa de la respuesta inmune y regulacién
inflamatoria. También se obtuvieron dianas intracelulares como la catepsina B, anhidrasa
carbonica-2, Glutation S-transferasa P, Peptidil-prolil cis-trans isomerasa A,
Feniletanolamina N-metiltransferasa, Glucosilceramida (GBAL), Fosfoserina fosfatasa,

timidilato sintasa, Protooncogeén tirosina-proteina quinasa Src. (tabla 6).

Tabla 6. Lista de las 10 dianas moleculares predichas del no CPP, pep 31 (GFWESR)
por medio de Pharmmaper y su ontologia génica obtenida de Panther.

Ontologia génica

Nombre
de la Rolenlos Compon puntaje
oDB (D proteina Funcion  procesos  ente ountaje  nermaliz
e molecular piolggicos  celular ado
Catalizala
conversio
n
reversible
de COzy regula el
HCOs, oH
Anhidrasa modula corporal,
carbonica las facilita el
1UF4 |, (CA2) concentra | 4 ansporte | citosol 2.91 0.97
ciones de de CO, *
protones(
H*) *
Glutation | actividad | proceso
S- glutation | metabolico
1LBK | transferas | transferas del citosol 286 0.95
ap a glutation
Peptidil- | isomeriza | plegamient [ organulo
1W8M prolil cis- | cion cis- 0 de delimitad 259 0.86
trans trans de | proteinas, |0 poruna
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isomerasa | enlaces | sefializaci | membran
A peptidicos| n celular, a
, respuesta | intracelul
chaperona al estrés ar
molecular, celular,
actividad | "Mterviene
deuniéna en
ARN * | Procesos
relacionado
scon la
replicacion
viral, *
actividad
N-
metiltrans
ferasa,
Actividad biosintesis
metiltrans de
Feniletano ferasa catecolami
lamina N- dependien nas, regula
) te de S-
IHNN | metitans| | Gitosol | 234 | o078
ferasa respuesta
etionina | ., oetres *
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10GS

Glucosilce
ramida
(GBA1)

actividad
hidrolasa,
hidrolizan
do
compuest
os O-

glicosilo

proceso
catabdlico
derivado
de
carbohidrat
0s,
proceso
metabolico
de
ceramida,
proceso
metabolico
de
glicolipido
S
proceso
catabdlico
de
esfingolipi

dos

lisosoma

2.25

0.75

1L8L

Fosfoserin

a fosfatasa

unién de
iones de

magnesio

proceso
biosintético
de alfa-
aminoacido
S
desfosforil

acion

citoplasm

a

2.86

0.71
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INION

timidilato

sintasa

actividad
metiltrans

ferasa

Procesos
metabolico
Sy
biosintético
S
relacionado
s con

nucleétidos

pirimidinas
, derivados
de
carbohidrat
0sy
compuesto
S

organonitro

genados.

mitocond
ria,

citosol

2.85

0.71

1CSB

Catepsina
B

actividad
endopepti
dasa tipo

cisteina

proteolisis
implicada
enel
proceso
catabdlico
de

proteinas

lisosoma

2.80

0.70

1GCzZ

Factor
inhibidor
de la
migracion

de

actividad

isomerasa

respuesta
inmune,
regulacion
inflamatori

a

espacio
extracelu

lar

2.78

0.69
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macrofago

s (MIF)
diferenciac
i6n de
osteoclasto
S,
via de
sefializacio
n del
receptor
intracelular
. de
actividad
hormona
de _
. esteroide,
proteina -
L Resorcion
tirosina ]
0sea,
quinasa Compone
via de N
que no e nte
falizaci ,
atraviesa senajizacio extrinsec
la n del o del
receptor
Protoonco | membrana del factor lado
: citoplasm
gén ,
de atico de
tirosina- ., o
union al | crecimient "
proteina | receptor o
104P quinasa d o membran| 346 0.69
€ epidérmico .
Sre sefalizaci N
. ' plasmatic
on
respuesta a
inmune
innata,
desarrollo
de células
mieloides,
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regulacion
negativa de
la via de
sefializacid
n
apoptotica
extrinseca,
Adhesion
celular,
regulacion
negativa de
la via de
sefializacio
n
apoptética
intrinseca,
desarrollo

0seo

Dianas extracelulares o de membrana

Dianas intracelulares

* Resultados obtenidos mediante Uniprot.

En el caso de pep 34, las dianas extracelulares identificadas fueron la colinesterasa y el
factor del complemento B, dicha proteina presenta actividad éster carboxilico hidrolasa,
formando parte de procesos bioldgicos como la regulacién de los niveles de
neurotransmisores, proceso catabolico de compuestos organonitrogenados y proceso
catabolico celular. Asi también se encontraron dianas intracelulares, como glutation S-

transferasa P, Peptidil-prolil cis-trans isomerasa A, Feniletanolamina N-metiltransferasa,
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Purina nucledsido fosforilasa, Receptor de oxiesteroles LXR-beta, anidrasa carbonica 2,
proteina quinasa 10 activada por mitdgenos, Protooncogén tirosina-proteina quinasa Src
(Tabla 7).

Tabla 7. Lista de las 10 dianas moleculares predichas del no CPP pep 34 (RPSVHK)

por medio de Pharmmaper y su ontologia génica obtenida de Panther.

Ontologia génica

Rol en los
Nombre ., puntaje
Funcion  procesos componen
i molecular bioldgicos te celular AETHEL
objetivo do
Puntaje
Glutation o proceso
actividad o
S- » metabolic
glutation
1LBK |transferasa 0 del citosol 2.97 0.99
transferasa .
P glutation
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1W8M

Peptidil-
prolil cis-
trans
isomerasa
A

iIsomerizac
ion cis-
trans de
enlaces
peptidicos,
chaperona
molecular,
actividad
de unién a
ARN *

plegamien
to de
proteinas,
sefalizaci
on celular,
respuesta
al estrés
celular,
Interviene
en
procesos
relacionad
os con la
replicacio

nviral, *

organulo
delimitado
por una
membrana
intracelula

r

2.96

0.98

1HNN

Feniletano
lamina N-
metiltransf

erasa

actividad
N-
metiltransf
erasa,
Actividad
metiltransf
erasa
dependien
te de S-
adenosilm

etionina

biosintesis
de
catecolami
nas, regula
la
respuesta

al estrés *

citosol

291

0.97
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1 XLV

colinestera

Sa

actividad
éster
carboxilic

o hidrolasa

regulacion
de los

niveles de

neurotrans

misores,

proceso
catabolico
de
compuesto
S
organonitr

ogenados,

proceso
catabolico

celular

espacio
extracelula

r,

membrana

plasmatica

2.8

0.93

1V3Q

Purina
nucleésido

fosforilasa

actividad
pentosiltra

nsferasa

fosforolisi
s de

nucledsido
s de

purina *

citoplasma

2.79

0.93
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1PQY

Receptor
de
oxiesterol
es LXR-
beta

Union de
ADN
especifica
de
secuencia
de la
region
reguladora
cisde la
ARN
polimeras
all,
actividad
del
receptor
de
sefializaci
on,
Actividad
del factor
de
transcripci
on de
union al
ADN,

especifico

de la ARN

regulacion
negativa
de la
transcripci
on por la
ARN
polimeras
all,
diferencia
cion
celular,
regulacion
positiva de
la
transcripci
on por la
ARN
polimeras

all

nucleo

2.7

0.9

o1




polimeras

all
Catalizala
conversié
n
reversible
regula el
de COzy
pH
HCOs,
Anhidrasa corporal,
modula las .
carbénica facilita el
1IF4 5 concentrac transporte citosol 267 0.89
iones de
de CO: *
protones(
H+) *
Proteina | . tividad
quinasa 10 oroteina
activada serina/treo )
1PMV por ning cascada | nucleoy 257 0.85
it JNK | citoplasma
mitdgenos Kinasa
Se divide
en las
subunidad
esBby
Ba, donde activacion
Bb se une del complejo
Factor del aC3b para compleme catalitico,
1Rso | COMPIeMe! ormar 1a nto, espacio 251 0.83
Nto B | .onvertasa| respuestaa extracelula
C3bBb, | bacteria | T vesicula
amplifican
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do la

cascada
del
compleme
nto.
diferencia
cion de
osteoclast
0s,
via de
sefializaci
on del
receptor
Actividad | intracelula
de la r de
proteina | hormona
tirosina | esteroide,
quinasa | Resorcién
que abarca Osea, | Compone
la via de nte
Protoonco |membrana | sefializaci | extrinseco
gén : ondel | del lado
tirosina- union al receptor |citoplasma
proteina receptor del factor | tico de la
quinasa de de membrana
Src sefializaci crecimient | plasmatica
on 0
104F epidérmic 2.93 0.73
0,
respuesta
inmune
innata,
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desarrollo
de células
mieloides,
regulacion
negativa
de la via
de
sefalizaci
on
apoptotica
extrinseca,
Adhesion
celular,
regulacion
negativa
de la via
de
sefalizaci
on
apoptética
intrinseca,
desarrollo

0seo

Dianas extracelulares o de membrana

Dianas intracelulares

* Resultados obtenidos mediante Uniprot.
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En el caso de pep 35 (no CPP), las dianas extracelulares identificadas fueron transtiretina,
factor del complemento B, dipeptidil peptidasa 4 (DPP4), protrombina y colinesterasa.
Segln la ontologia genética, la transtiretina desempefia un papel en el transporte de
tiroxina (T4) y retinol (vitamina A) en la sangre, y hormonas tiroideas, estando también
involucrada en el proceso metabolico de nucleobases purinas (tabla 8). El factor del
complemento B, que se divide en las subunidades Bb y Ba, participa en la activacion del
complemento, siendo parte de la respuesta inmune. La DPP4, con actividad exopeptidasa,
tiene un papel importante en la protedlisis, influyendo en la regulacion de las citoquinas
y la funcién inmune. La protrombina, con actividad endopeptidasa tipo serina, es esencial
para la coagulacion sanguinea y también esta implicada en procesos como la cicatrizacion
de heridas, la respuesta a estimulos externos y la activacion de plaquetas. La colinesterasa,
con actividad hidrolasa, regula los niveles de neurotransmisores y participa en el proceso
catabdlico de compuestos organonitrogenados, contribuyendo a la homeostasis celular
(tabla 8). También se encontraron dianas intracelulares, las cuales fueron la Glutation S-
transferasa P, Proteina quinasa 10 activada por mitogenos, aldosa reductasa,
Protooncogén serina/treonina-proteina quinasa Pim-1 y la Peptidil-prolil cis-trans

isomerasa A.

Tabla 8. Lista de las 10 dianas moleculares predichas del no CPP pep 35 (YQFPPR)

por medio de Pharmmaper y su ontologia génica obtenida de Panther.

Ontologia génica

Rol en los .
Nombre . puntaje
Funcion rocesos  componen
del P normaliza
molecular biolbaicos te celular
objetivo g do
puntaje
transporte
de la oro
tiroxina ceso
(T4) Y el | metabslico
transtiretin reancl de plasma
1F86 a (vitamina | o oobase | sanguineo | 298 0.99
) e purina
sangre,
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transporte

de la
hormona
tiroidea *
Glutation o proceso
actividad o
S- » metabolico
glutation
1IMD3 | transferasa del citosol 2.89 0.96
transferasa .
P glutation
Proteina
quinasa 10| actividad
activada proteina ;
1PMV cascada | nucleoy 289 0.96
or i
_ p serina/treo JNK citoplasma
MItogenos | nina kinasa
Actividad
oxidorredu
ctasa,
actuando »
reduccion
sobre el
CH e
rupo CH-
JrHp aldehidos y
OH de los
cetonas,
donantes, ] )
Desintoxic
aldosa NAD o iy _
1X97 acionde | citosol 2.88 0.96
reductasa | NADP )
aldehidos
como )
reactivos *
aceptor.
actividad
Protoonco
) de la
gén ]
. proteina | fosforilaci
serina/treo _
. serina/treo | ¢n de .
2C3lI nina- _ citosol 2.85 0.95
] nina proteinas
proteina _
quinasa
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quinasa

Pim-1
plegamient
0 de
proteinas,
) ) sefializacio
isomerizac
o n celular,
i6n cis-
respuesta
trans de .
al estrés )
enlaces Ll organulo
.- celular, o
Peptidil- | peptidicos, -, delimitado
I nterviene
prolil cis- | chaperona por una
en
trans | molecular, membrana
. rocesos
A » relacionad
de union a *
os con la
ARN * - -7
replicacion
viral, *
activacion
Se divide del complejo
Factorde | enlas | compleme| catalitico,
compleme | subunidade nto, espacio
L nto B sBbyBa respuesta a extracelula e Bt
* bacterias | I» vesicula
| actividad
Dipeptidil ) membrana
sa
. Espacio
Regulacion -
- extracelula
, r,
Protrombin sinslelpsile la .
- Matriz
INO9 a asatipo | respuestaa 2.81 0.93
. i extracelula
Serna | estimulos,
r que
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Regulacion
de la
coagulacié
n,
Regulacion
de la
cicatrizaci
on de
heridas,
Regulacion
positiva
del proceso
de los
organismo
S
multicelula
res,
Regulacion
de la
respuesta a
estimulos
externos,
Activacion
de

plaquetas

contiene

colageno

IXLV

Colinestera

Sa

Actividad
de
hidrolasa
de ésteres
carboxilico

S

Regulacion
de los
niveles de
neurotrans

misores,

espacio
extracelula
r
membrana

plasmatica

2.81

0.93
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Proceso
catabolico
de
compuesto
S
organonitr
ogenados,
Proceso
catabodlico

celular

Dianas extracelulares o de membrana

Dianas intracelulares

* Resultados obtenidos mediante Uniprot.

En el caso de pep 38 (CPP), se identificé a la catepsina B como la Gnica diana extracelular.
Esta enzima presenta actividad endopeptidasa y esta involucrada en la protedlisis de
proteinas. Por otro lado, entre las dianas intracelulares predichas se encontraron dianas
que participaban de procesos biologicos clave, como la apoptosis. Destacando el
protooncogén tirosina-proteina quinasa Src, el cual regula la adhesion celular, la respuesta
inmune innata y actia como un modulador negativo de la sefializacién apoptética tanto
extrinseca como intrinseca. Asimismo, se identificé a galectina-7, una proteina con
funcidon proapoptotica que participa en la sefializacion intracelular previa a la activacién
de la via INK. Ademas, regula la liberacion del citocromo c, promoviendo la apoptosis
celular, y esta involucrada en la modulacion del crecimiento y la adhesion celular (Tabla
9).

Tabla 9. Lista de las 10 dianas moleculares predichas del CPP pep 38 (FEYGR) por

medio de Pharmmaper y su ontologia génica obtenida de Panther.
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PDBID  Nombre > Rolenlos compone puntaje  puntaje
Funcion .
del procesos nte normaliza
e molecular
objetivo biologicos  celular do
Ul Empalme
ribonucleo de mRNA, Ul
proteina A| Uniona | através del
1INU4 ] SNRNP, 2.53 0.84
nuclear SNRNA | espliceosom ,
nacleo
pequeia a
Regulacion
de la
cascada de
ERK1ly
ERK2,
Regulacion
de la
respuesta al
estrés del
Tirosina- reticulo
Unidn a Nucleo,
phosphatas oroteina endoplasmi Endosom
a O quinasa, co, a
receptora | Actividad | Regulacion | temprano,
tipo 1 de proteina negativa de Reticulo
1C83 tirosina la cascada endoplés 289 0.72
fosfatasa mico
MAPK,
Regulacion
de la via de
sefializacion
de
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receptores a
través de

JAK-STAT,

Desfosforila

cion de
peptidil-
tirosina
Proteina
fijadora de
L unionde | transporte
acidos .
1TOW acidos | deacidos | nucleo, 2.88 0.72
grasos, )
o grasos grasos citosol
adipocito
Proteina o
_ Actividad
quinasa 14 .
_ de quinasa
activada - |Transduccié | nucleo,
de proteina
or A i
1izvs | P serinaftreo |1 4 SeMal | citoplasm| -, gg 0.72
mitogenos : intracelular a
nina
(MAPK14)
proteolisis
actividad Implicaga espacio
. endopeptid en el extracelul
Catepsina proceso
1CSB B asa tipo - ar, 2.87 0.71
cisteina CaiabolIco lisosoma

de proteinas
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104F

Protooncog
én tirosina-
proteina

quinasa Src

actividad
de la
proteina
tirosina
quinasa
que abarca
la
membrana,
unién al
receptor de

sefializacion

diferenciaci
on de
osteoclastos
, Via de
sefializacion
del receptor
de hormona
esteroide
intracelular,
Resorcién
0sea, via de
sefializacion
del receptor
del factor de
crecimiento
epidérmico,
respuesta
inmune
innata,
desarrollo de
células
mieloides,
regulacion
negativa de
la via de
sefializacion
apoptdtica
extrinseca e
intrin,
adhesion

celular,

Compone
nte
extrinseco
del lado
citoplasm
aticode la
membran
a
plasmatic

a.

2.85

0.71
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regulacion
negativa de
la via de
sefializacion
apoptatica
intrinseca,
desarrollo

0seo

IW7TM

Quinurenin
a-
Oxoglutara

to
trasaminasal
I

actividad
transamina

Sa

Intermedio
en lavia
Catabolica

del
triptéfano

mitocondr

ia

2.84

0.71

S5GAL

Galectina-
7

Union de
carbohidrat
0s,
Actividad
proteica
proapoptdt

ICa

Sefalizacio
n
intracelular
antes de la
activacion
de JNK,
Regulacion
de la
liberacién
del
citocromoc,
Apoptosis
celular,
Regulacion
del
crecimiento

y la
adhesion

celular

citoplasm

a, nlcleo

2.82

0.70
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Proceso

cion

metabolico
Galactosilg de
alactosilxil carbohidrat
osilprotein | Actividad 0s,
a 3-beta- de Proceso | Membran
V83 glucuronos | giycuronos biosintético| 3 del 280 0.70
iltransferas| jjtransferas de Golgi
al a proteoglican
os de sulfato
de
condroitina
Proceso
biosintético
de
Unién a aminoacido
Fosfoserin | jones de salfa citoplasm
1L8L | 3 fosfatasa magnesio Desfosforila a 273 0.68

Dianas extracelulares o de membrana

Dianas intracelulares

* Resultados obtenidos mediante Uniprot.

En el caso de pep 40 (no CPP), las dianas extracelulares identificadas fueron el factor del
complemento B y el receptor TGF-beta tipo 1. Segun la ontologia el factor del
complemento B forma parte de la activacién del complemento. Mientras que el receptor
TGF-beta tipo 1 presenta union a activina, union a SMAD, actividad quinasa de

serina/treonina de proteinas receptoras transmembrana y participa de la via de
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sefializacion del receptor de activina, desarrollo del corazon, desarrollo del sistema
nervioso, via de sefializacion del receptor del factor de crecimiento transformante beta
(TGF-beta) y la fosforilacion de proteinas. También se identificaron dianas intracelulares
como la MAPK10, Peptidil-prolil cis-trans isomerasa A, Anhidrasa carbdnica 2,
Activador 1 de la quinasa 5 dependiente de ciclina, Glutation S-transferasa P, Proteina
quinasa 8 activada por mitdgeno, Serina/treonina-proteina quinasa Chk1 y la Receptor de
oxiesteroles LXR-beta (tabla 10).

Tabla 10. Lista de las 10 dianas moleculares predichas del no CPP pep 40 (SSWKK)

por medio de Pharmmaper y su ontologia génica obtenida de Panther.

‘ Ontologia génica

PDB ID Nombre . Rolenlos compone puntaje puntaje
funcion _
del procesos nte normaliza
. molecular =
objetivo biologicos  celular do
Proteina actividad
quinasa 10 proteina
activada serina/treo ’ ol
_ cascada | nucleoy
1PMV por nina N o 2.9 0.96
i+ citoplasma
mitogenos | \ioco
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Actividad

de la
endopepti
dasa de
tipo
serina, se o
activacion
une con
del .
C3b para I complejo
compleme i
Factor de | formar el P catalitico,
nto, .
compleme | complejo espacio
1RSO nto B T respuesta extracelul 2.8 0.93
ala
(C3 . ar
bacteria
convertasa
)*
isomerizac| plegamien
ion cis- to de
trans de | proteinas, | organulo
Peptidil- o
enlaces | sefalizaci | delimitado
prolil cis- - )
peptidicos | on celular,| por una
trans
_ : respuesta | membrana
IWS8L [ isomerasa . 2.74 0.91
A | chaperona al estrés | intracelula
molecular, celular, r
actividad | Merviene
. en
de unién a
ARN * | Procesos
relacionad
os con la
replicacion
viral *
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Cataliza la

conversid
n
reversible
de CO2¥ | requlael
HCOs, oH
modula
Anhidrasa corporal ,
iones ( de CO, *
H+) *
Transicion
G1/S del
ciclo
o celular
Actividad |
] mitotico,
de quinasa _,
Regulacio
Activador de
. nde la
ldela proteina ..
] transcripci
] on
; nina ’
dependien . dirigida nacleo,
o © de por ADN,
ciclina o Fosforilaci
ciclinas
on de
proteinas
Glutation o proceso
actividad .
S- N metabolic
glutation
1MD3 | transferasa 0 del citosol 273 0.91
transferasa y
P glutation
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IVJIY

Receptor
TGF-beta
tipo 1

Unién a
activina,
Union a
SMAD,
Actividad
quinasa de
serina/treo

nina de
proteinas
receptoras
transmem

brana

Via de
sefializaci
on del
receptor
de
activina,
Desarrollo
del
corazon,
Desarrollo
del
sistema
Nervioso,
Via de
sefializaci
on del
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* Resultados obtenidos mediante Uniprot.
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5.7.- Evaluacion de las propiedades ADMET

Las propiedades ADMET son aquellas propiedades farmacocinéticas clave que describen
cdmo se absorbe, distribuye, metaboliza y excreta un farmaco, asi como su toxicidad (21).
Estas propiedades son muy utiles para comprender el comportamiento de un farmaco en
el organismo y son esenciales para su descubrimiento y desarrollo. Por esta razon, las
propiedades ADMET se calcularon Unicamente para los péptidos que presentaron las
caracteristicas mas prometedoras en términos de su actividad anticancerigena, en este

caso se incluyeron los 5 péptidos cationicos con estructuras a-helicoidal (pep 1, pep 6,
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pep 7, pep 10, pep 33) asi como los 6 péptidos con un indice de Boman superior a 2.48
(pep 22, pep 31, pep 34, pep 35, pep 38, pep 40).

Primero se evaluaron los valores de absorcion intestinal humana (HIA) y permeabilidad
en células Caco-2 (lineas celulares de adenocarcinoma de colon humano). Estas variables
son Utiles para determinar la biodisponibilidad oral y la absorcién intestinal de los
compuestos. Segun el programa ADMETIab, un valor éptimo de permeabilidad en células
Caco-2 es superior a-5.15 log cm/s, y un valor de HIA mayor a 30 % indica una absorcion
Optima para un farmaco. En este andlisis, todos los péptidos evaluados mostraron valores
de HIA superiores al 30 %, lo que sugiere una buena absorcion intestinal. Sin embargo,
ninguno de los péptidos alcanzo6 el umbral de permeabilidad Caco-2 6ptima (>-5.15 log
cm/s) (Tabla 10). Seguidamente, para evaluar la distribucion de los péptidos, se
analizaron los valores de volumen de distribucién (VD) y unidn a proteinas plasmaticas
(PPB). Segun el programa ADMETIab, el VD mide la eficacia con la que un compuesto
se distribuye en el organismo, considerandose adecuado si esta dentro del rango de 0.04-
20 L/kg. Por su parte. , el porcentaje de PPB mide la proporcion de farmaco unido a
proteinas plasmaticas, lo cual afecta directamente la fraccion libre disponible para
interactuar con sus dianas moleculares (46). Los resultados mostraron que todos los ACPs
evaluados tenian valores de VD en el rango éptimo para farmacos y PPB inferiores al 90

%, indicando una buena distribucion y biodisponibilidad (Tabla 11).

Con respecto al andlisis metabdlico, se evalud la interaccion de los ACPs con las
isoformas del citocromo P450 CYP1A2 y CYP3A4. El citocromo P450 (CYP) es la
principal enzima metabolica responsable del metabolismo de los farmacos en el
organismo. Las enzimas CYP catalizan la oxidacion de sustancias organicas, un proceso
que a menudo representa el primer paso en el metabolismo de muchos farmacos (46). Los
resultados indicaron que todos los peptidos presentaron valores de interaccion como
inhibidores y sustratos menores a 0.5 (Tabla 11), lo que sugiere una baja probabilidad de
metabolizacion o inhibicién significativa por parte de estas enzimas. En cuanto a la
excrecion, se evaluaron el valor de depuracion (CL) y la vida media (T%). EI CL
cuantifica la eficiencia de eliminacion de un compuesto del organismo, clasificandose en:
CL alto: >15 ml/min/kg, CL moderado: 5-15 ml/min/kg y CL bajo: <5 ml/min/kg segun
el programa ADMETIab. Todos los ACPs analizados presentaron valores de CL < 5

(Tabla 11), lo que indica una depuracion lenta y por lo tanto, un tiempo de permanencia
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prolongado en el organismo. Por otro lado, la vida media (T%2), que mide el tiempo
necesario para que la concentracion del farmaco en el plasma se reduzca al 50 %, fue
inferior a 1 hora para todos los ACPs evaluados, clasificindolos como compuestos de
vida media ultracorta segun ADMET lab. Finalmente, se evalud la toxicidad de los ACPs
donde el primero de los pardmetros analizados fue el bloqueo de hERG (gen relacionado
con el canal de potasio Kv11.1), crucial para la generacion de los potenciales de accién
cardiacos. La inhibicion del canal de potasio hERG puede provocar una prolongacion del
intervalo QT y causar efectos secundarios cardiacos graves, lo que constituye un
problema importante en los estudios clinicos de farmacos candidatos (20). Siguiendo los
estandares del programa ADMETIab, valores superiores a 0.5 indican un posible bloqueo
de hERG, mientras que valores inferiores a 0.5 sugieren que no bloquean este canal. En
este analisis, todos los ACPs presentaron valores menores a 0.5, indicando una baja
probabilidad de efectos secundarios cardiacos (tabla 11). El segundo parametro evaluado
fue el DILI (Dafio Hepético Inducido por Farmacos). Valores inferiores a 0.5 indican poco
0 ningln dafio hepético, mientras que valores superiores a 0.5 sugieren un riesgo
significativo de hepatotoxicidad segun el programa ADMET lab. Los valores predichos
para todos los ACPs fueron menores a 0.5, lo que sugiere que tienen un bajo potencial de
toxicidad hepética (tabla 11).

El ensayo AMES fue el siguiente criterio considerado, este evalla el potencial
mutagénico de un compuesto (46). Siguiendo ADMET lab, valores menores a 0.5 indican
baja 0o nula mutagenicidad, mientras que valores superiores a 0.5 sugieren un riesgo
elevado de mutagenicidad. En este caso, todos los ACPs evaluados presentaron valores
menores a 0.5, indicando una baja probabilidad de efectos mutagénicos (tabla 11). Otro
parametro evaluado fue la carcinogenicidad, que predice el potencial de los compuestos
para inducir o promover el desarrollo de cancer. Valores inferiores a 0.5 indican baja o
nula carcinogenicidad, mientras que valores superiores a este umbral sugieren un mayor
riesgo. Los ACPs estudiados presentaron valores menores a 0.5, lo que indica que tienen

un perfil favorable en términos de carcinogenicidad (tabla 11).
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Tabla 11.- Tabla de propiedades ADMET de los 11 péptidos seleccionados, determinadas con el programa ADMET lab

Propiedades ADMET Absorcion Distribucion Metabolismo Excrecion Toxicidad
HIA(Human VvD(distribuci . i .
) ) . CACO-2 j CL ) ) HERG DILI dafio Carcinogenic
1D Peptidos intestinal . én de PPB CYP1A2-(1) | CYP1A2-(s) | CYP3A4-(I) | CYP3A4-(s) . vida media . AMES .
X Permeabilidad (mL/min/kg) Blockers hepatico idad
absortion) Volumen)
pepl HFSLLMGSLFK 0.9-1 -6.8 0.44 31.07% 0-0.1 0-0.1 0-0.1 0-0.1 1.413 0.92 0-0.1 0-0.1 0-0.1 0-0.1
pep b FMWAAMYSR 0.3-0.5 -6.7 0.44 52.56% 0-0.1 0-0.1 0-0.1 0-0.1 1.558 0.9 0-0.1 0-0.1 0-0.1 0.1-0.3
pep 7 DLALHVHK 0.1-0.3 -6.89 0.47 16.75% 0-0.1 0-0.1 0-0.1 0-0.1 2.07 0.95 0-0.1 0-0.1 0-0.1 0-0.1
pep 10 TYNAKFYK 0.9-1 -6.97 0.52 26.23% 0-0.1 0-0.1 0-0.1 0-0.1 0.9 0.81 0-0.1 0-0.1 0-0.1 0.3-0.5
pep 22 EPPEPRR 0.9-1 -7.34 0.68 14.55% 0-0.1 0-0.1 0-0.1 0-0.1 1.179 0.83 0-0.1 0-0.1 0-0.1 0.1-0.3
pep 31 GFWESR 0.7-0.9 -7.34 0.46 15.50% 0-0.1 0-0.1 0-0.1 0-0.1 1.567 0.91 0-0.1 0-0.1 0-0.1 0.1-0.3
pep 33 LVDKLK 0.1-0.3 -7.21 0.64 5.17% 0-0.1 0-0.1 0-0.1 0-0.1 1.852 0.86 0-0.1 0-0.1 0.1-0.3 0.3-0.5
pep 34 RPSVHK 0.7-0.9 -6.66 0.55 12.59% 0-0.1 0-0.1 0-0.1 0-0.1 1.497 0.89 0-0.1 0-0.1 0-0.1 0-0.1
pep 35 YQFPPR 0.9-1 -6.46 0.46 36.53% 0-0.1 0-0.1 0-0.1 0-0.1 2.2 0.67 0-0.1 0-0.1 0-0.1 0.1-0.3
pep 38 FEYGR 0.5-0.7 -7.3 0.47 28.93% 0-0.1 0-0.1 0-0.1 0-0.1 1.817 0.89 0-0.1 0-0.1 0-0.1 0.1-0.3
pep 40 SSWKK 0.7-0.9 -6.59 0.56 9.31% 0-0.1 0-0.1 0-0.1 0-0.1 1.562 0.9 0-0.1 0-0.1 0.9-1 0.1-0.3
PPB < 90% : . A >0.5:
HIA >0.3: HIA T o >0.5: . >0.5: Larga vida >0.5: . >0.5: >0.5:
» L valor valor éptimo |>0.5: inibidor >0.5: inibidor alto: »15; N hepatoxico ; L. )
i positiva ; HIA| Vvalor éptimo |, | X sustrato ; < sustrato ; < media : >3 h | bloqueador ; positivo ; | carcinogeno
Valores de Referencia oOptimo: 0.04; »90% : bajo| ;<0.5:no ;<0.5:no moderado : A <0.5: no
<0.3 : HIA >-5.15 o . 0.5 no — 0.5 no . ; corta vida <0.5:no . <0.5: ;<0.5:no
N -20L/keg indice inibidor inibidor 5; bajo <5 N hepatotoxic ) .
negativa i sustrato sustrato media :<3 h | bloqueador negativo | carcinogeno
terapeutico o
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VI. DISCUSION

6.1.-1dentificaciony posible origen de los ACPs predichos

Esta tesis tuvo como objetivo caracterizar los 207 ACPs preidentificados por Jeyamogan
etal. (27), en suero de C. porosus, y por medio de esa caracterizacion identificar aquellos
con mayor potencial como agentes terapéuticos contra el cancer. Se llevé a cabo una
investigacion tedrica exhaustiva, evaluando sus propiedades fisicoquimicas, estructurales
y sus posibles dianas moleculares. Los resultados mostraron que de los 207 péptidos
analizados, 48 fueron predichos como ACPs mediante IA basada en aprendizaje
automatico. Cabe destacar que ninguno de estos péptidos se encontrd en bases de datos
de AMPS/ACPs consultadas, lo que indica que no han sido descritos ni validados
experimentalmente en estudios previos. Asi mismo, los resultados del BLASTp
mostraron que ninguna de las secuencias cumplia los criterios de seleccion establecidos
en la metodologia (cobertura de consulta (query cover) > 90%, valor e (e-value) <0.01y
porcentaje de identidad > 90%), incluso cuando la busqueda se restringié al genoma de

C. porosus.

Este resultado se puede explicar por la corta longitud de los péptidos (5-12 residuos), lo
que puede reducir la especificidad en las busquedas de homologia mediante BLASTp y
aumentar la probabilidad de coincidencias fortuitas. BLASTp realiza alineamientos
locales, y en secuencias tan cortas, incluso coincidencias parciales en proteinas de
cualquier organismo pueden generar valores e-values elevados, reflejando coincidencias
aleatorias (43). Por lo tanto, aunque los péptidos fueron aislados de suero de cocodrilo, es
poco probable que correspondan a proteinas codificadas por el genoma de C. porosus.

Sin embargo, es posible que 3 de los 48 péptidos evaluados (pep7, pep9 y pep36) sean
productos de la microbiota de C. porosus, ya que a pesar de presentar e-values altos
presentaron coincidencias con proteinas pertenecientes a bacterias del género Bacillota,
Clostridium y Pseudomona, que segun la literatura se han encontrado en estudios de la
microbiota intestinal en esta especie (47). Estos hallazgos concuerdan con la evidencia
que ha demostrado que los reptiles poseen un microbioma intestinal Unico que contribuye

a su produccion de péptidos antimicrobianos y a su resistencia a infecciones, cancer y
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envejecimiento (48). Teniendo esto en cuenta, propondria que estos ACPs (n=48)

provengan de un origen microbiano, mas no del genoma de C. porosus.

6.2.- Péptidos con posible mecanismo de disrupcion de la membrana

Por otro lado, los resultados identificaron a pep 1 (HFSLLMGSLFK), pep 6
(FMWAAMYSR), pep 7 (DLALHVHK), pep 10 (TYNAKFYK) y pep 33 (LVDKLK)
como ACPs cationicos con conformaciones o-helicoidales, lo que indica una alta
probabilidad de interaccion con membranas celulares cancerosas, favorecida por la
hidrofobicidad y anfipaticidad presente en estas estructuras secundarias (19). Este perfil
coincide con lo reportado para péptidos anfipaticos naturales, cuya actividad
anticancerigena se basa en la alteracion directa de la membrana plasmaética, inducida por
la insercion de regiones hidrofébicas y la interaccion electrostatica con fosfolipidos
cargados negativamente (11). Ademas, entre dichos ACPs, pep 1y pep 7 fueron predichos
también como CPPs, lo que indica que, ademas de interactuar con la membrana, estos
podrian ingresar a la célula cancerosa y ejercer su efecto en objetivos intracelulares. Sin
embargo, dado que pep 1 y pep 7 no presentan un indice de Boman >2.48, es poco
probable que su mecanismo de accion involucre una interaccion directa con proteinas
dianas intracelulares. En su lugar, podrian inducir apoptosis mediante la disrupcion de la
membrana mitocondrial, similar a lo descrito en péptidos naturales como las leucrocinas
(24).

No obstante, la presencia de regiones propensas a agregacion (APRs) en pep 1y pep 7
podria afectar su actividad, ya que la agregacién de péptidos anfifilicos reduce su
hidrofobicidad efectiva y, por ende, su capacidad para interactuar con las membranas
cancerigenas y formar poros funcionales. Sin embargo, también es posible que las APRs
encontradas en estos péptidos no sean suficientes para inhibir completamente su adhesion
a la membrana. Varios estudios coinciden en demostrar que la hidrofobicidad de los
péptidos debe ajustarse finamente para optimizar la actividad y la selectividad. Si la
hidrofobicidad de un péptido es muy baja, su interaccion con la membrana celular puede
ser insuficiente o demasiado superficial como para causar dafio, en consecuencia, es poco
probable que forme poros o altere la membrana (45). Por otro lado, si la hidrofobicidad
es demasiado alta, el péptido puede inducir toxicidad hacia células normales,

incrementando la hemolisis (destruccién de globulos rojos) mas que la actividad
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anticancerigena. Valores de hidrofobicidad dentro de dicho rango se considera una
hidrofobicidad efectiva (45). Sin embargo, hasta la fecha no se encontraron valores
estandarizados que definen umbrales especificos para maximizar su selectividad y
eficacia. Algunos autores, como Deber et al., han sugerido que valores de hidrofobicidad
alrededor de 0.4 en la escala Liu-Deber podrian favorecer la actividad, mientras que
valores cercanos a 2 se asociaron con mayor toxicidad hacia células normales. Sin
embargo, estas cifras deben interpretarse con cautela, ya que dependen del contexto
experimental, del tipo de péptido y de la escala empleada (49). De esta manera, para
evaluar la posibilidad de que los ACPs estudiados con regiones APR predichas afecten
negativamente su actividad anticancerigena, es necesario realizar estudios adicionales que
expliquen con mayor detalle la interaccion de cada péptido con las membranas celulares.
Finalmente, si se confirma que las APRs limitan la actividad de estos péptidos, podrian
explorarse estrategias para mitigarlas, como el uso de surfactantes no ionicos, que han
demostrado prevenir la agregacién y mantener la bioactividad de péptidos anfipaticos
(48).

6.3.- Péptidos con potencial interaccion con dianas moleculares

Por otro lado, los péptidos pep 22 (EPPEPRR), pep 31 (GFWESR), pep 34 (RPSVHK),
pep 35 (YQFPPR), pep 38 (FEYGR) y pep 40 (SSWKK) podrian ejercer su actividad
anticancerigena a través de la interaccion con dianas moleculares especificas ya que
presentaron un indice de Boman > 2.48, indicador de afinidad potencial hacia proteinas.
En este contexto, otros ACPs dirigidos a proteinas especificas han cobrado interés en la
terapia oncologica. Por ejemplo, recientemente Chang et al. desarrollaron el péptido RF16
dirigido a los receptores de quimiocinas CXC de tipo 1 y tipo 2 (CXCR1/2), que bloquea
las vias de sefializacion descendentes mediante la union competitiva con IL-8 en los sitios
CXCR1/2, demostrando eficacia en la disminucion de la proliferacion celular, la
migracion y la invasividad en células MDA-MB-231(50,51).

Teniendo en cuenta las dianas predichas en esta tesis y la capacidad de cada ACP para
atravesar la membrana celular, se identificaron proteinas relacionadas con la regulacion
del crecimiento y la muerte de las células cancerosas. Por ejemplo, pep 22 (EPPEPRR) y
pep 38 (FEYGR), podrian interactuar tanto con factores intracelulares como

extracelulares incluyendo MAPK 8 y MAPK 10 (dianas predichas de pep 22), que regulan
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la apoptosis a través de mecanismos transcripcionales y postranscripcionales y galectina-
7 (potencial diana predicha de pep 38), la cual es una proteina proapoptotica que funciona
a nivel intracelular en la liberacién de citocromo-c, desempefiando un papel crucial en la
regulacién de la apoptosis (52). Es posible que, en ambos casos, los ACPs de estudio
actuen estimulando dichas dianas, promoviendo asi la apoptosis de células cancerosas.
Ademas, pep 38 podria afectar otras proteinas implicadas en la proliferacion celular, como
la tirosina-proteina fosfatasa no receptora tipo 1, la cual esta involucrada en la regulacion
de las cascadas de sefalizacion ERK1 y ERK2, esenciales para la proliferacion y
diferenciacion celular. EI ACP podria modular negativamente estas cascadas al
interactuar con esta fosfatasa, reduciendo la proliferacion celular en tejidos tumorales.
También podria influir en la MAPK14, que pertenece a la familia de las MAPK p38,
quinasas reguladoras clave de la apoptosis, que han demostrado promover tanto procesos
proapoptoéticos como antiapoptdticos (53, 54). La unién de ACPs a MAPK14 podria
inclinar su actividad hacia una respuesta proapoptotica, reforzando la muerte celular
inducida en células tumorales. Otra diana predicha también para pep 38 fue el
protooncogén tirosina-proteina quinasa Src que regula negativamente el procesamiento y
activacion de la caspasa-8, inhibiendo asi su funcion proapoptotica (55). Por lo que la
interaccion con pep38 podria bloquear o interferir con esta fosforilacion inhibitoria,
restaurando la actividad proapoptética de la caspasa-8.

A diferencia de ello, pep 31 (GFWESR), pep 34 (RPSVHK), pep 35 (YQFPPR) y pep 40
(SSWKK), no fueron clasificados como péptidos que atraviesan la membrana (no CPPs),
por lo que sus posibles dianas se encuentran en la superficie celular o en el entorno
extracelular. Por su parte, Pep 31 presentd como dianas teéricas a la Catepsina B, una
proteina involucrada en la migracion, angiogénesis y metastasis de células tumorales (56).
Su inhibicion podria limitar la invasién y la propagacion del cancer. También MIF seria
una diana de pep 31, la cual desempefia un papel clave en la inflamacion y la regulacion
del cancer a través de interacciones proteina-proteina esenciales para estos procesos (57).
El pep 31 podria inhibir esta funcion, promoviendo un ambiente tumoral menos
inflamatorio y menos propicio para el crecimiento celular maligno. En el caso de pep 34,
se encontr6 como diana extracelular al factor del complemento B, relacionado con
procesos tumorales, habiéndose reportado que inhibe la progresion maligna del
adenocarcinoma de pulmon al regular negativamente la via de sefializacion Ras/MAPK
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(58). En este caso pep 34 podria reforzar este efecto inhibidor, bloqueando la progresion
tumoral mediante la regulacién de esta via. Por su parte pep 35 presenta dianas en las que
destacan la transtiretina, que se ha reportado como un regulador del crecimiento tumoral
mediante la modulacion de las células tumorales, asi como el factor del complemento B
y la dipeptidil peptidasa 4 (DPP4), una proteina transmembrana con actividad
exopeptidasa que se expresa en una amplia variedad de células tumorales (59,60). Pep 35
podria interactuar con proteinas como transtiretina y DPP4, modulando el microambiente
tumoral y dificultando la sefializacion que favorece el crecimiento de células cancerosas.
Finalmente, pep 40 presentd como diana potencial al receptor tipo | del factor de
crecimiento transformante beta (TGF-BRI o TGFBR1), una proteina transmembrana con
actividad quinasa de serina/treonina, fundamental en la via de sefalizacion del TGF-f

(61). Esta via regula diversos procesos celulares, como el crecimiento, la diferenciacion,
la apoptosis y la homeostasis. Inhibidores de TGFBR1 pueden ser eficaces frente a células
tumorales que presentan mutaciones en BRAF, un oncogén frecuente en varios tipos de
cancer (61). En este contexto, si pep 40 actia modulando o inhibiendo la actividad de
TGFBR1, podria representar una estrategia terapéutica prometedora, especialmente en

tumores donde esta via se encuentra desregulada.

Estos hallazgos sugieren que un grupo de ACPs obtenido de tejidos de cocodrilo (pep 22,
pep 31, pep 34, pep 35, pep 38 y pep 40) podrian interactuar con dianas en células
humanas, asociadas con el cancer, lo que los convierte en candidatos prometedores para
estudios posteriores que verifiquen la interaccion predicha. Es posible que su accion
conjunta despliegue una actividad anticancerigena potente, tal como se evidencia en

ensayos in vitro (25).

6.4.- Propiedades ADMET de los ACPs predichos

En cuanto a las propiedades ADMET de los ACPs de estudio, los resultados sugieren que
los péptidos poseen buenas propiedades de absorcion, distribucion y metabolismo,
aunque con valores no éptimos en la permeabilidad intestinal (caco-2). En términos de
toxicidad, los péptidos mostraron un perfil favorable, con baja toxicidad cardiaca,
hepética y mutagénica. Sin embargo, un factor limitante es su vida media ultracorta y baja
depuracion plasmatica (CL), lo que indica que los ACPs evaluados seran eliminados

rapidamente del organismo. Sin embargo, es un problema comun que los péptidos no
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modificados suelan presentar vidas medias muy cortas, debido a que estan expuestos a
una degradacion rapida por proteasas en sangre, rifiones e higado, asi como a una rapida
eliminacién renal (62). Se sabe ademas que la aplicacion de los ACPs aln enfrenta
desafios significativos debido a su inestabilidad en los organismos, sensibilidad a altas
concentraciones de sal, alta toxicidad para las células e induccidn de respuestas inmunes
en tejidos humanos. Sin embargo, de cara a esto se estan desarrollando nuevas técnicas
con resultados muy favorables como la acilacion, que consiste en la agregacion de un
grupo acilo en la cadena peptidica. En dicho caso, la lipidacion N-terminal, que es la
forma de acilacion mas estudiada, puede mejorar la potencia y la vida media, reducir la
inmunogenicidad y mejorar la administracion de agentes terapéuticos (63). Otra estrategia
prometedora para mejorar la eficacia de los ACPs es el desarrollo de sistemas avanzados
de administracion mediante nanofarmacos, que encapsulan los péptidos en nanoparticulas
poliméricas, protegiéndolos de la degradacion enzimatica y optimizando su
biodisponibilidad. Ademas, los nanofdrmacos han demostrado ser una alternativa
altamente eficaz, ya que preservan la actividad anticancerigena de los ACPs, prolongan
su estabilidad en el organismo y reducen su toxicidad hemolitica, minimizando efectos

secundarios no deseados (13).

En conclusion, este estudio proporciondé una caracterizacion in silico, a nivel
fisicoquimico, estructural y biol6gico, de 207 péptidos predichos en especimenes de C.
porosus, identificando varios péptidos cuya actividad anticancerigena podria estar
medidas ya sea mediante la disrupcion de membranas o por la interaccion con dianas
moleculares clave en procesos relacionados con el cancer. En particular, pep 1, pep 6, pep
7, pep 10 y pep 33 mostraron un mayor potencial para inducir disrupcion de membranas,
mientras que pep 22, pep 31, pep 34, pep 35, pep 38 y pep 40 se destacaron por su posible
interaccion con dianas vinculadas al cancer. Si bien parece que la mayoria de ACPs
estudiados no son codificados por genes de C. porosus, sino por microorganismos de su
microbiota, dichos péptidos tendrian actividad biologica de interés y serian buenos
candidatos para futuras investigaciones, donde se mejoren sus propiedades ADMET
principalmente. Estos hallazgos destacan la relevancia de los estudios in silico como
herramientas valiosas en la investigacion biomédica, proporcionando una base sélida para
futuras investigaciones dirigidas a optimizar la estabilidad, selectividad y eficacia de estos
péptidos como agentes anticancerigenos.
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VII. LIMITACIONES DEL ESTUDIO

Una de las principales limitaciones de este estudio fue que no se pudo demostrar que los
péptidos anticancerigenos (ACPs) analizados fueran productos génicos de Crocodylus
porosus. Es posible que las muestras contuvieran restos bacterianos, quiza de la misma
microbiota del cocodrilo. Se considera una limitacion no haber contado con secuencias
enteramente del organismo de intereés.

Asimismo, para los péptidos con menos de cinco residuos, el programa ANuPP,
encargado de predecir las regiones propensas a agregacion (APR), no pudo realizar el
analisis, ya que la longitud de la secuencia era insuficiente para aplicar su algoritmo. Esto
representa una limitacion metodologica, dado que actualmente no existen herramientas

con suficiente precision para evaluar la tendencia a la agregacion en péptidos ultracortos.

VIII. CONCLUSIONES

e Los péptidos de estudio son compatibles con secuencias de otras especies, entre
ellas especies microbianas, por lo que no parecen ser productos proteicos de genes
de C. porosus.

e Los péptidos pep 1, pep 6, pep 7, pep 10 y pep 33 mostraron una estructura
secundaria alfa hélice y una carga neta positiva, caracteristicas relevantes en la
interaccion de los ACPs con la membrana celular.

e Se predijo que los péptidos pep 22, pep 31, pep 34, pep 35, pep 38 y pep 40 tienen
afinidad por dianas proapoptoticas como las proteinas quinasas (MAPK 8, MAPK
10 y MAPK14), DPP4 y la galectina-7, asi como dianas antiapoptéticas como la
protooncogén tirosina-proteina quinasa Src, tirosina-proteina fosfatasa no
receptora tipo 1, Catepsina B, MIF, transtiretina y la TGFBR1. No obstante, es
importante sefialar que la actividad funcional de algunas de estas dianas puede ser
dependiente del contexto celular, ya que en determinados escenarios
fisiopatoldgicos pueden ejercer efectos duales, ya sea promoviendo o inhibiendo

la apoptosis.
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ANEXOS

Anexo 1. Tabla que muestra los 207 ACPs predichos en el estudio publicado por

Jayemogan et al.

Secuencias tamano SVMACP
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prediccio  Probabilid prediccio  Probabilid

n ad n ad
seql [ FKMWPSSPAVPL 15 ACP 0.5416 ACP 0.5518
APK
seq2 | WFDDKHFGLPPK 14 ACP 0.5583 ACP 0.4127
ER
seq3 | LLNPMLPDPPLPK 13 ACP 0.4048 ACP 0.5497
segd | QVLQGLVFVGAH 13 ACP 0.4766 ACP 0.631
K
seg5 | WRPELPPPDLPK 12 ACP 0.4891 ACP 0.5159
Seq6 | HWVQMPPSGMF 12 ACP 0.5225 ACP 0.3798
K
Seq7 | MLPPGGYYWDR 11 ACP 0.2227 ACP 0.4891
Seq8 | HFSLLMGSLFK 11 ACP 0.5077 ACP 0.6218
Seq9 LHPDFSSSLLK 11 ACP 0.3752 ACP 0.5794
Seql0 | MAMLWDPRDDR 11 ACP 0.4538 ACP 0.5609
Seqll | VVLLPLGGPAR 11 ACP 0.4822 ACP 0.6966
Seql2 | DLLLNHLHPWK 11 ACP 0.4363 ACP 0.5711
Seql3 | TLPDTLTEWK 10 ACP 0.4323 ACP 0.5552
Seql4 | LTPDTLTEWK 10 ACP 0.4259 ACP 0.6
Seqls SDPLLLPLLK 10 ACP 0.515 ACP 0.8213
Seql6 | LYVPQAYRWK 10 ACP 0.5612 ACP 0.6028

89



Seql7| AMPLLLLPLK 10 ACP 0.5454 ACP 0.8253
Seql8 | GFQVVQPARK 10 ACP 0.3925 ACP 0.5233
Seql9 | ATATNAEMYR 10 ACP 0.3802 ACP 0.5855
Seq20 | WVLFGFFPGR 10 ACP 0.6034 ACP 0.7262
Seq21 HFFPDELWK 9 ACP 0.522 ACP 0.5942
Seq22 WLGNFPEPR 9 ACP 0.5073 ACP 0.5081
Seq23 TFHDTATPR 9 ACP 0.4784 ACP 0.6241
Seq24 | DLFVLVMMR 9 ACP 0.5432 ACP 0.4574
Seq25 LLGPHRGVR 9 ACP 0.4037 ACP 0.5145
Seq26 | GFVVGDHVR 9 ACP 0.4493 ACP 0.6179
Seq27 TFGPYTNAR 9 ACP 0.3669 ACP 0.5372
Seq28 YSEHAYPSK 9 ACP 0.4497 ACP 0.5481
Seq29 LVPLGSLLK 9 ACP 0.5523 ACP 0.8112
Seq30 VFVSPGLEK 9 ACP 0.4142 ACP 0.5631
Seq31 NSLDLLHWR 9 ACP 0.4464 ACP 0.5299
Seq32 ELGPVLLLR 9 ACP 0.4478 ACP 0.6011
Seq33| LDSPLOMWK 9 ACP 0.5121 ACP 0.6523
Seq34 VLPEVFEHK 9 ACP 0.4625 ACP 0.5347
Seq35 RFLAAVAPK 9 ACP 0.5159 ACP 0.4542
Seq36 | FMWAAMYSR 9 ACP 0.6187 ACP 0.6

90




Seq37 SATPYTYSK ACP 0.4879 ACP 0.7018
Seq38 | TYMWPPANR ACP 0.5722 ACP 0.6616
Seq39 WLGPAATPR ACP 0.4897 ACP 0.6688
Seq40 FGVLLQAPK ACP 0.4581 ACP 0.5811
Seq4l EVVVPLKK ACP 0.5258 ACP 0.6353
Seq4? VEVVLPQK ACP 0.4164 ACP 0.6362
Seq43 FPEPVLVK ACP 0.5002 ACP 0.6295
Seq44d TDTFFNHR ACP 0.4429 ACP 0.5917
Seq45 AVLGPLLK ACP 0.531 ACP 0.871
Seq46 KAEQVPWK ACP 0.4466 ACP 0.6226
Seqd7 WVMHLEPK ACP 0.5021 ACP 0.4553
Seq48 DLALHVHK ACP 0.3524 ACP 0.5127
Seq49 FFPEDLWK ACP 0.5271 ACP 0.6959
Seqs0 VEALHVHK ACP 0.4108 ACP 0.6439
Seg51 MFVQFTLK ACP 0.4481 ACP 0.5337
Seq52 AVLGPLLK ACP 0.531 ACP 0.871
Seq53 DGWLPVPK ACP 0.4731 ACP 0.5618
Seg54 NNAHVLHK ACP 0.3853 ACP 0.5884
Seq55 TDTFFENHR ACP 0.4429 ACP 0.5917
SeqsS6 KGSLLDPK ACP 0.3294 ACP 0.523
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Seq57 MLVVRPLR ACP 0.5123 ACP 0.5661
SeqsS8 MVVLEMMR ACP 0.4746 ACP 0.553
Seqs9 LPLLPLLK ACP 0.5675 ACP 0.7105
Seq60 VDTVLPLK ACP 0.4101 ACP 0.53

Seq61 MDPPLLWR ACP 0.6041 ACP 0.6961
Seq62 TYNAKFYK ACP 0.5178 ACP 0.6208
Seq63 FGLVSVPR ACP 0.4853 ACP 0.6416
Seqo64 LTVGPLTK ACP 0.3892 ACP 0.5232
Seq65 FFPEDLWK ACP 0.5271 ACP 0.6959
Seq66 VVMLPFFR ACP 0.5845 ACP 0.5499
Seq67 WVMHLEPK ACP 0.5021 ACP 0.4553
Seq68 FFPENNWK ACP 0.5797 ACP 0.6316
Seq69 LWDLVKPR ACP 0.5051 ACP 0.6331
Seq70 QFAPLFLK ACP 0.5929 ACP 0.7371
Seq71 RANMPRAK ACP 0.3497 ACP 0.5257
Seq72 MFAFDFHK ACP 0.4741 ACP 0.5742
Seq73 MLSASGSK ACP 0.3128 ACP 0.6286
Seq74 LWDLVQPR ACP 0.4407 ACP 0.5506
Seq75 LLNLLPR ACP 0.4294 ACP 0.6567
Seq76 MLLELAR ACP 0.406 ACP 0.5744

92




Seq77 MLLELAR ACP 0.406 ACP 0.5744
Seq78 LALLSQK ACP 0.3908 ACP 0.6906
Seq79 LLDDLLK ACP 0.331 ACP 0.675
Seq80 LLDDLLK ACP 0.331 ACP 0.675
Seq81 LPPVLPR ACP 0.5395 ACP 0.5947
Seq82 HHVPVAK ACP 0.5579 ACP 0.7224
Seq83 DLVVPLK ACP 0.5172 ACP 0.5848
Seq84 VTTPPLK ACP 0.4781 ACP 0.5423
Seq85 ALLPSMK ACP 0.4951 ACP 0.6904
Seq86 DLVVPLK ACP 0.5172 ACP 0.5848
Seq87 EPNLLPR ACP 0.3636 ACP 0.5232
Seq88 LVYSVPK ACP 0.4665 ACP 0.5228
Seq89 LSADTWK ACP 0.4728 ACP 0.6968
Seq90 WLSVVPR ACP 0.5624 ACP 0.5675
Seq91 LALQFVR ACP 0.478 ACP 0.5234
Seq92 LALLQSK ACP 0.4606 ACP 0.7293
Seq93 QPVYPWK ACP 0.4994 ACP 0.6283
Seq94 MFMVTYR ACP 0.5219 ACP 0.6157
Seq95 MLEMSSK ACP 0.4204 ACP 0.5768
Seq96 LVYPVSK ACP 0.4945 ACP 0.547
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Seq97 MLEMSSK ACP 0.4204 ACP 0.5768
Seq98 LPPLVPR ACP 0.4929 ACP 0.5448
Seq99 DLLPLLR ACP 0.496 ACP 0.6599
Seq100 LLTHVMK ACP 0.4609 ACP 0.5138
Seql101 NMMYHWK ACP 0.5915 ACP 0.5983
Seq102 ELQLALK ACP 0.4174 ACP 0.6298
Seq103 LTSQFYK ACP 0.4452 ACP 0.5353
Seql104 ALGYNNK ACP 0.3125 ACP 0.562
Seql105 YFTWLHK ACP 0.5759 ACP 0.5697
Seq106 QQLALLR ACP 0.4272 ACP 0.5309
Seq107 YDMVTYR ACP 0.3997 ACP 0.6572
Seq108 QMWVPNK ACP 0.4776 ACP 0.5299
Seq109 YDLVFYK ACP 0.4436 ACP 0.5672
Seql110 VTEWDYK ACP 0.4635 ACP 0.5493
Seqlll DLLLHTR ACP 0.3646 ACP 0.5372
Seq112 LYEWSLK ACP 0.5251 ACP 0.6027
Seql13 EPPEPRR ACP 0.4117 ACP 0.6196
Seql14 MWVFPER ACP 0.5971 ACP 0.6294
Seql15 MLLLHSR ACP 0.4436 ACP 0.5846
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Seql16 LTVSRPR ACP 0.3673 ACP 0.5351
Seqll7 ANAVAVR ACP 0.2906 ACP 0.5421
Seql18 YDLVFYK ACP 0.4436 ACP 0.5672
Seq119 LVAATLK ACP 0.424 ACP 0.5182
Seql120 DLTVVVK ACP 0.4075 ACP 0.5722
Seql21 LYLDLK ACP 0.4018 ACP 0.558
Seq122 FFYPGK ACP 0.5371 ACP 0.5578
Seql23 WAFPLK ACP 0.7036 ACP 0.7724
Seql24 FFYPGK ACP 0.5371 ACP 0.5578
Seql25 LYLDLK ACP 0.4018 ACP 0.558
Seq126 FQVLVK ACP 0.5909 ACP 0.6439
SEq12 WVDLDK ACP 0.4744 ACP 0.595
7
Seql28 WAFPLK ACP 0.7036 ACP 0.7724
Seq129 LLPFPR ACP 0.6473 ACP 0.7133
Seq130 WLLLTR ACP 0.5993 ACP 0.6604
Seql31 LLPFPR ACP 0.6473 ACP 0.7133
Seql32 TWDMAK ACP 0.4816 ACP 0.5691
Seq133 NFLMAR ACP 0.505 ACP 0.5337
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Seql34 TFPLPK ACP 0.5892 ACP 0.6088
Seq135 TFPPLK ACP 0.5434 ACP 0.6122
Seql136 MEMMFK ACP 0.6083 ACP 0.6372
Seq137 LLVSHK ACP 0.4603 ACP 0.6162
Seql138 LVQDLK ACP 0.3525 ACP 0.5831
Seql139 TWSETK ACP 0.4565 ACP 0.5924
Seq140 LFDVYK ACP 0.5263 ACP 0.558
Seql41 MWDAPR ACP 0.5559 ACP 0.6512
Seql42 AVLDLK ACP 0.3807 ACP 0.6063
Seql143 MEMMFK ACP 0.6083 ACP 0.6372
Seq144 MDLFVR ACP 0.4711 ACP 0.5242
Seql45 LLVSHK ACP 0.4603 ACP 0.6162
Seql46 TFPPLK ACP 0.5434 ACP 0.6122
SEQ14 DEVLVK ACP 0.3553 ACP 0.5543
7
Seql148 GFWESR ACP 0.5612 ACP 0.6225
SEq14 LYPSAK ACP 0.4521 ACP 0.5554
9
Seq150 FMVGEK ACP 0.367 ACP 0.5215
Seq151 LFEYGR ACP 0.566 ACP 0.5336
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Seql52 LMMDNK ACP 0.391 ACP 0.5885
Seq153 WLLLEK ACP 0.601 ACP 0.7139
Seql54 VTLPLK ACP 0.4849 ACP 0.6107
Seq155 DFTDNK ACP 0.3698 ACP 0.5505
Seql56 LVDKLK ACP 0.5029 ACP 0.6698
Seql57 YPSTER ACP 0.4175 ACP 0.5755
Seq158 QKTVYR ACP 0.3541 ACP 0.6018
Seq159 VEYSRR ACP 0.4061 ACP 0.613
SEq16 RPSVHK ACP 0.4131 ACP 0.5125
0
Seql6l YQFPPR ACP 0.6398 ACP 0.6553
Seq162 YVTAEK ACP 0.3849 ACP 0.5742
SEq16 LMPMFR ACP 0.6311 ACP 0.7146
3
Seql64 YNFDMR ACP 0.5592 ACP 0.623
Seql65 LPATNK ACP 0.3289 ACP 0.5342
Seq166 DLLMFR ACP 0.4615 ACP 0.6025
Seql67 NDMFFK ACP 0.475 ACP 0.5974
Seq168 ELVEHK ACP 0.3602 ACP 0.5234
Seql169 TFPLPK ACP 0.5892 ACP 0.6088
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Seql70 LVEEHK ACP 0.3509 ACP 0.5273
Seql71 LSTLR ACP 0.3159 ACP 0.5415
Seql72 LLLQR ACP 0.4551 ACP 0.6113
Seql73 DLLFK ACP 0.5658 ACP 0.7623
Seql74 EVLLR ACP 0.487 ACP 0.5909
Seql75 FEYGR ACP 0.5605 ACP 0.6147
Seql76 FAVER ACP 0.3478 ACP 0.517
Seql77 LDELK ACP 0.3167 ACP 0.5829
Seql78 LPALK ACP 0.5594 ACP 0.7516
Seql79 LQDFR ACP 0.4549 ACP 0.5695
Seq180 DLLFK ACP 0.5658 ACP 0.7623
Seq181 EVLLR ACP 0.487 ACP 0.5909
Seq182 NNLFK ACP 0.5104 ACP 0.6131
Seq183 EEPDK ACP 0.3465 ACP 0.576
Seq184 SSWKK ACP 0.6361 ACP 0.6807
Seq185 LPLLR ACP 0.5655 ACP 0.6535
Seq186 TLLSK ACP 0.3775 ACP 0.6076
Seq187 LFPLK ACP 0.6311 ACP 0.7728
Seq188 AVLVR ACP 0.415 ACP 0.5986
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Seq189 FEYGR ACP 0.5605 ACP 0.6147
Seq190 LTLSK ACP 0.3753 ACP 0.5742
Seql191 LSLTR ACP 0.3739 ACP 0.562
Seq192 SPSSK ACP 0.4068 ACP 0.622
Seql193 HSSEK ACP 0.3297 ACP 0.5681
Seql194 SLELK ACP 0.3981 ACP 0.6804
Seq195 LSDLR ACP 0.3283 ACP 0.5579
Seql196 DLLLR ACP 0.3909 ACP 0.5978
Seql197 MYGTK ACP 0.4934 ACP 0.5467
Seq198 EVLLR ACP 0.487 ACP 0.5909
Seq199 FAMPR ACP 0.5646 ACP 0.6476
Seq200 DLVAK ACP 0.3628 ACP 0.5158
Seq201 LLQLR ACP 0.4621 ACP 0.6139
Seq202 YAPLR ACP 0.5447 ACP 0.6267
Seq203 VTELK ACP 0.3432 ACP 0.5558
seq204 HTAYK ACP 0.5391 ACP 0.6588
Seq205 TAVPR ACP 0.3708 ACP 0.5267
Seq206 SMSMR ACP 0.4136 ACP 0.64

Seq207 DLVAK ACP 0.3628 ACP 0.5158
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Anexo 2. Lista de los 207 péptidos identificados en el lisado de 6rganos y suero de C.

porosus (26), evaluados por los programas AntiCP 2.0 y ACPred.

ANtCP 2.0

Prediccio Prediccid

Puntaje f f
Nombre Secuencias
FKMWPSSPAVP

ol LAPK 067 | ACP | 0158 | 0842 | NOACP
WFDDKHFGLPP

b2 KER 042 | NOACP| 0766 | 0234 | AcP
LLNPMLPDPPLP

b3 K 035 | NOACP| 0009 | 0991 | NOACP
QVLQGLVFVGA

p4 HK 052 | ACP | 0484 | 0516 | NOACP

pS WRPELPPPDLPK| 0.52 ACP 0.015 0.985 NO ACP

HWVQMPPSGMF

p6 K 0.51 ACP 0.326 0.674 NO ACP

p7 MLPPGGYYWDR| 041 NO ACP 0.759 0.241 ACP

p8 HFSLLMGSLFK | 0.92 ACP 0.894 0.106 ACP

P9 LHPDFSSSLLK 0.67 ACP 0.815 0.185 ACP

MAMLWDPRDD

pl10 R 034 | NOACP | 0.399 0.601 NO ACP

pll VVLLPLGGPAR | 043 | NOACP | 0.002 0.998 NO ACP

pl2 DLLLNHLHPWK | 0.54 ACP 0.168 0.832 NO ACP

p13 TLPDTLTEWK 0.51 ACP 0.67 0.33 ACP
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pl4 LTPDTLTEWK 0.51 ACP 0.593 0.407 NO ACP
pl15 SDPLLLPLLK 0.49 ACP 0.019 0.981 NO ACP
pl6 LYVPQAYRWK | 043 | NOACP | 0.744 0.256 ACP
pl7 AMPLLLLPLK 0.55 ACP 0.008 0.992 NO ACP
pl8 GFQVVQPARK 042 | NOACP | 0.105 0.895 NO ACP
p19 ATATNAEMYR 0.28 | NOACP | 0.061 0.939 NO ACP
p20 WVLFGFFPGR 0.71 ACP 0.708 0.292 ACP
p21 HFFPDELWK 0.46 ACP 0.983 0.017 ACP
p22 WLGNFPEPR 0.57 ACP 0.018 0.982 NO ACP
p23 TFHDTATPR 027 | NOACP | 0.612 0.388 NO ACP
p24 DLFVLVMMR 028 | NOACP | 0.325 0.675 NO ACP
p25 LLGPHRGVR 0.63 ACP 0.114 0.886 NO ACP
p26 GFVVGDHVR 032 | NOACP | 0.829 0.171 ACP
p27 TFGPYTNAR 043 | NOACP | 0374 0.626 NO ACP
p28 YSEHAYPSK 029 | NOACP | 0.948 0.052 ACP
p29 LVPLGSLLK 0.78 ACP 0.404 0.596 NO ACP
p30 VFVSPGLEK 031 | NOACP | 0.917 0.083 ACP
p31 NSLDLLHWR 0.47 ACP 0.347 0.653 NO ACP
p32 ELGPVLLLR 035 | NOACP | 0.003 0.997 NO ACP
p33 LDSPLQMWK 033 | NOACP 0.15 0.85 NO ACP
p34 VLPEVFEHK 0.3 NO ACP | 0.877 0.123 ACP
p35 RFLAAVAPK 0.62 ACP 0.176 0.824 NO ACP
p36 FMWAAMYSR 0.49 ACP 0.801 0.199 ACP
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p37 SATPYTYSK 0.4 NO ACP | 0.916 0.084 ACP
p38 TYMWPPANR 0.53 ACP 0.085 0.915 NO ACP
p39 WLGPAATPR 0.52 ACP 0.006 0.994 NO ACP
p40 FGVLLQAPK 0.64 ACP 0.033 0.967 NO ACP
p4l EVVVPLKK 043 | NOACP | 0.807 0.193 ACP
p42 VEVVLPQK 0.2 NO ACP | 0.413 0.587 NO ACP
p43 FPEPVLVK 038 | NOACP | 0.862 0.138 ACP
pa4 TDTFFNHR 022 | NOACP | 0.934 0.066 ACP
p45 AVLGPLLK 0.78 ACP 0.479 0.521 NO ACP
p46 KAEQVPWK 037 | NOACP | 0.773 0.227 ACP
pa7 WVMHLEPK 041 | NOACP | 0.449 0.551 NO ACP
p48 DLALHVHK 0.58 ACP 0.687 0.313 ACP
p49 FFPEDLWK 0.47 ACP 0.98 0.02 ACP
pS0 VEALHVHK 043 | NOACP | 0.937 0.063 ACP
pSl MFVQFTLK 026 | NOACP | 0.753 0.247 ACP
p52 AVLGPLLK 0.78 ACP 0.479 0.521 NO ACP
p5S3 DGWLPVPK 0.49 ACP 0.341 0.659 NO ACP
p54 NNAHVLHK 0.5 ACP 0.806 0.194 ACP
pS5 TDTFFNHR 022 | NOACP | 0.934 0.066 ACP
pS6 KGSLLDPK 0.52 ACP 0.239 0.761 NO ACP
p57 MLVVRPLR 0.4 NO ACP | 0.187 0.813 NO ACP
pS8 MVVLEMMR 028 | NOACP | 0.933 0.067 ACP
pS9 LPLLPLLK 0.58 ACP 0.058 0.942 NO ACP
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p60 VDTVLPLK 038 | NOACP | 0.091 0.909 NO ACP
p6l MDPPLLWR 041 | NOACP 0.13 0.87 NO ACP
p62 TYNAKFYK 0.61 ACP 0.951 0.049 ACP
p63 FGLVSVPR 0.49 ACP 0.25 0.75 NO ACP
p64 LTVGPLTK 0.52 ACP 0.233 0.767 NO ACP
p65 FFPEDLWK 0.47 ACP 0.98 0.02 ACP
p66 VVMLPFFR 039 | NOACP | 0.565 0.435 ACP
p67 WVMHLEPK 041 | NOACP | 0.449 0.551 NO ACP
p68 FFPENNWK 032 | NOACP | 0.947 0.053 ACP
p69 LWDLVKPR 0.53 ACP 0.368 0.632 NO ACP
p70 QFAPLFLK 0.69 ACP 0.762 0.238 ACP
p71 RANMPRAK 032 | NOACP | 0.036 0.964 NO ACP
p72 MFAFDFHK 031 | NOACP | 0.967 0.033 ACP
p73 MLSASGSK 044 | NOACP | 0.817 0.183 ACP
p74 LWDLVQPR 035 | NOACP 0.13 0.87 NO ACP
p75 LLNLLPR 043 | NOACP | 0.106 0.894 NO ACP
p76 MLLELAR 0.3 NO ACP | 0.105 0.895 NO ACP
p77 MLLELAR 0.3 NO ACP | 0.105 0.895 NO ACP
p78 LALLSQK 0.44 | NOACP | 0.088 0.912 NO ACP
p79 LLDDLLK 0.46 ACP 0.947 0.053 ACP
p80 LLDDLLK 0.46 ACP 0.947 0.053 ACP
p81 LPPVLPR 0.4 NO ACP | 0.023 0.977 NO ACP
p82 HHVPVAK 0.55 ACP 0.947 0.053 ACP
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p83 DLVVPLK 0.44 | NOACP | 0.146 0.854 NO ACP
p84 VTTPPLK 031 | NOACP | 0.244 0.756 NO ACP
p85 ALLPSMK 0.58 ACP 0.07 0.93 NO ACP
p86 DLVVPLK 0.44 | NOACP | 0.146 0.854 NO ACP
p87 EPNLLPR 035 | NOACP | 0.115 0.885 NO ACP
p88 LVYSVPK 0.4 NO ACP | 0.852 0.148 ACP
p89 LSADTWK 0.53 ACP 0.925 0.075 ACP
p90 WLSVVPR 0.61 ACP 0.635 0.365 ACP
p9l LALQFVR 0.51 ACP 0.036 0.964 NO ACP
p92 LALLQSK 0.44 | NO ACP 0.06 0.94 NO ACP
p93 QPVYPWK 0.47 ACP 0.836 0.164 ACP
p94 MFMVTYR 037 | NOACP | 0.929 0.071 ACP
p95 MLEMSSK 0.2 NO ACP | 0.904 0.096 ACP
p96 LVYPVSK 0.4 NO ACP | 0.845 0.155 ACP
p97 MLEMSSK 0.2 NO ACP | 0.904 0.096 ACP
p98 LPPLVPR 0.4 NO ACP | 0.021 0.979 NO ACP
p99 DLLPLLR 0.48 ACP 0.114 0.886 NO ACP
p100 LLTHVMK 0.47 ACP 0.821 0.179 ACP
p101 NMMYHWK 0.34 | NO ACP 0.95 0.05 ACP
p102 ELQLALK 025 | NOACP | 0.242 0.758 NO ACP
p103 LTSQFYK 039 | NOACP | 0.921 0.079 ACP
p104 ALGYNNK 029 | NOACP | 0.718 0.282 ACP
p105 YFTWLHK 0.52 ACP 0.971 0.029 ACP

104




p106 QQLALLR 022 | NOACP | 0.138 0.862 NO ACP
pl107 YDMVTYR 018 | NOACP | 0.969 0.031 ACP
p108 QMWVPNK 0.45 ACP 0.841 0.159 ACP
p109 YDLVFYK 0.46 ACP 0.985 0.015 ACP
pl10 VTEWDYK 0.2 NO ACP | 0.975 0.025 ACP
plll DLLLHTR 044 | NOACP | 0.231 0.769 NO ACP
pli2 LYEWSLK 0.48 ACP 0.94 0.06 ACP
p113 EPPEPRR 0.74 ACP 0.514 0.486 ACP
pli4 MWVFPER 0.63 ACP 0.966 0.034 ACP
pl115 MLLLHSR 0.52 ACP 0.462 0.538 NO ACP
pl16 LTVSRPR 021 | NOACP | 0.382 0.618 NO ACP
pl17 ANAVAVR 029 | NOACP | 0.109 0.891 NO ACP
pl18 YDLVFYK 0.46 ACP 0.985 0.015 ACP
pl19 LVAATLK 0.75 ACP 0.076 0.924 NO ACP
p120 DLTVVVK 025 | NOACP | 0.746 0.254 ACP
pl21 LYLDLK 0.44 | NOACP | 0.849 0.151 ACP
pl22 FFYPGK 0.67 ACP 0.993 0.007 ACP
p123 WAFPLK 0.57 ACP 0.815 0.185 ACP
pl24 FFYPGK 0.67 ACP 0.993 0.007 ACP
p125 LYLDLK 044 | NOACP | 0.849 0.151 ACP
p126 FQVLVK 043 | NOACP | 0.967 0.033 ACP
pl27 WVDLDK 0.55 ACP 0.955 0.045 ACP
p128 WAFPLK 0.57 ACP 0.815 0.185 ACP
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p129 LLPFPR 0.69 ACP 0.31 0.69 NO ACP
p130 WLLLTR 0.65 ACP 0.417 0.583 NO ACP
pl31 LLPFPR 0.69 ACP 0.31 0.69 NO ACP
p132 TWDMAK 033 | NOACP | 0.955 0.045 ACP
p133 NFLMAR 028 | NOACP | 0.875 0.125 ACP
pl34 TFPLPK 0.46 ACP 0.721 0.279 ACP
p135 TFPPLK 0.46 ACP 0.744 0.256 ACP
p136 MEMMEK 029 | NOACP | 0.969 0.031 ACP
p137 LLVSHK 0.75 ACP 0.75 0.25 ACP
p138 LVODLK 025 | NOACP | 0.092 0.908 NO ACP
p139 TWSETK 037 | NOACP | 0.972 0.028 ACP
p140 LFDVYK 0.51 ACP 0.966 0.034 ACP
pl41 MWDAPR 038 | NOACP | 0.895 0.105 ACP
pl42 AVLDLK 0.56 ACP 0.334 0.666 NO ACP
pl143 MEMMFK 029 | NOACP | 0.969 0.031 ACP
pl44 MDLFVR 029 | NOACP | 0.951 0.049 ACP
pl145 LLVSHK 0.75 ACP 0.75 0.25 ACP
pl46 TFPPLK 0.46 ACP 0.744 0.256 ACP
pl47 DEVLVK 016 | NOACP | 0.933 0.067 ACP
p148 GFWESR 0.56 ACP 0.966 0.034 ACP
p149 LYPSAK 039 | NOACP | 0.735 0.265 ACP
p150 FMVGEK 039 | NOACP | 0.975 0.025 ACP
pl151 LFEYGR 041 | NOACP | 0.946 0.054 ACP
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p152 LMMDNK 013 | NOACP | 0.957 0.043 ACP
p153 WLLLEK 0.54 ACP 0.954 0.046 ACP
pl54 VTLPLK 0.59 ACP 0.177 0.823 NO ACP
p155 DFTDNK 0.08 | NO ACP 0.82 0.18 ACP
p156 LVDKLK 0.59 ACP 0.755 0.245 ACP
p157 YPSTER 031 | NOACP | 0.794 0.206 ACP
p158 QKTVYR 029 | NOACP | 0.965 0.035 ACP
p159 VEYSRR 035 | NOACP | 0.768 0.232 ACP
p160 RPSVHK 0.56 ACP 0.829 0.171 ACP
plel YQFPPR 0.56 ACP 0.898 0.102 ACP
pl162 YVTAEK 0.07 | NOACP | 0.964 0.036 ACP
p163 LMPMFR 0.54 ACP 0.85 0.15 ACP
pl64 YNFDMR 017 | NOACP | 0.964 0.036 ACP
pl165 LPATNK 026 | NOACP | 0.044 0.956 NO ACP
p166 DLLMFR 034 | NOACP | 0.951 0.049 ACP
pl67 NDMFFK 011 | NOACP | 0.967 0.033 ACP
p168 ELVEHK 0.26 | NO ACP 0.87 0.13 ACP
p169 TFPLPK 0.46 ACP 0.721 0.279 ACP
p170 LVEEHK 0.26 | NO ACP 0.82 0.18 ACP
pl71 LSTLR 036 | NOACP | 0.934 0.066 ACP
pl72 LLLQR 034 | NOACP | 0.957 0.043 ACP
pl73 DLLFK 0.58 ACP 0.973 0.027 ACP
pl74 EVLLR 026 | NOACP | 0.968 0.032 ACP
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pl75 FEYGR 0.47 ACP 0.972 0.028 ACP
pl76 FAVER 031 | NOACP | 0.969 0.031 ACP
pl77 LDELK 026 | NOACP | 0.935 0.065 ACP
pl78 LPALK 0.6 ACP 0.723 0.277 ACP
pl79 LQDFR 028 | NOACP | 0.965 0.035 ACP
p180 DLLFK 0.58 ACP 0.973 0.027 ACP
p181 EVLLR 026 | NOACP | 0.968 0.032 ACP
p182 NNLFK 041 | NOACP | 0.948 0.052 ACP
p183 EEPDK 021 | NOACP | 0.961 0.039 ACP
pl84 SSWKK 0.74 ACP 0.999 0.001 ACP
p185 LPLLR 0.59 ACP 0.905 0.095 ACP
p186 TLLSK 0.46 ACP 0.862 0.138 ACP
p187 LFPLK 0.69 ACP 0.929 0.071 ACP
p188 AVLVR 0.21 | NOACP 0.55 0.45 ACP
p189 FEYGR 0.47 ACP 0.972 0.028 ACP
p190 LTLSK 0.46 ACP 0.837 0.163 ACP
p191 LSLTR 036 | NOACP | 0.914 0.086 ACP
p192 SPSSK 042 | NOACP | 0.981 0.019 ACP
p193 HSSEK 0.27 | NOACP | 0.982 0.018 ACP
p194 SLELK 031 | NOACP | 0.882 0.118 ACP
p195 LSDLR 042 | NOACP | 0.942 0.058 ACP
p196 DLLLR 0.51 ACP 0.969 0.031 ACP
p197 MYGTK 0.49 ACP 0.982 0.018 ACP
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p198 EVLLR 0.26 | NOACP | 0.968 0.032 ACP
p199 FAMPR 042 | NOACP | 0971 0.029 ACP
p200 DLVAK 042 | NOACP | 0.977 0.023 ACP
p201 LLQLR 0.34 | NOACP 0.94 0.06 ACP
p202 YAPLR 0.5 ACP 0.952 0.048 ACP
p203 VTELK 013 | NOACP | 0.908 0.092 ACP
p204 HTAYK 0.53 ACP 0.973 0.027 ACP
p205 TAVPR 019 | NOACP | 0.135 0.865 NO ACP
p206 SMSMR 016 | NOACP | 0.961 0.039 ACP
p207 DLVAK 042 | NOACP | 0.977 0.023 ACP

péptidos predichos como ACPs por ambos programas

Anexo 3. Analisis de BLAST de los 48 ACPs predichos

ANEXo 2
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