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RESUMEN

Se ha postulado que ciertas moléculas encontradas en los tejidos de cocodrilos, se
relacionan con su poderoso sistema inmune (1). Una fuente de dichas sustancias seria la
microbiota, la cual produce metabolitos y péptidos que se vinculan con la longevidad de
la especie y la proteccion inmune contra ciertas patologias como infecciones y cancer (2).
Por su lado, otras sustancias que son secretadas en la piel o circulantes en sangre de los
cocodrilos, poseen actividad antimicrobiana y anticancerigena. En este grupo se
encuentran péptidos bioactivos, que son cadenas cortas de aminoacidos, con propiedades
anticancerigenas, antimicrobianas y anti fungicas. (3) En particular, aquellos que tienen
actividad antimicrobiana reciben el nombre de Péptidos antimicrobianos (AMPs), algunos
de los cuales tienen también actividad anticancerigena (ACPs). Por ejemplo, se han
descrito péptidos cationicos como KT2 y RT2 del extracto de leucocitos de cocodrilos de
agua dulce, los cuales tienen actividad anticancerigena. En estudios in vitro, se ha descrito
que dichos ACPs interactian con componentes de la membrana de células cancerosas,
como fosfolipidos, en un reconocimiento no mediado por receptores. (4,5) Una vez
endocitados, los ACPs inducen la apoptosis en la célula cancerosa, y también afectan el
potencial de membrana mitocondrial, que da inicio a la cascada de caspasas.

(6) En este sentido, seria ventajoso emplear ACPs contra el cancer, ya que su interaccion
con células cancerosas no depende de receptores en membrana, siendo menos probable
de desarrollar resistencia en comparacion con las inmunoterapias. Recientemente se ha
predicho, mediante inteligencia artificial, la presencia de mas de 200 AMPs de tejidos de
cocodrilo (Crocodylus porosus) que tendrian actividad anticancerigena. Sin embargo, sus
propiedades y potenciales mecanismos bioldgicos regulados por ellos ain no han sido
explorados (7). En este estudio, buscamos determinar los mecanismos bioldgicos
asociados con actividad anticancerigena que podrian regular estos AMPs, aplicando
métodos bioinformaticos que consideren sus propiedades fisicoquimicas y estructurales.
En un futuro, aquellos AMPs podrian ser evaluados in vitro y validar su accion
anticancerigena experimentalmente.

Palabras clave: Péptidos, antimicrobiano, cancer, in silico.



ABSTRACT

It has been postulated that certain molecules found in crocodilian tissues are related to their
powerful immune system (1). One source of these substances would be the microbiota,
which produces metabolites and peptides that are linked to the longevity of the species and
immune protection against certain pathologies such as infections and cancer (2). On the
other hand, other substances that are secreted in the skin or circulate in the blood of
crocodiles, have antimicrobial and anticancer activity. In this group are bioactive peptides,
which are short chains of amino acids, with anticancer, antimicrobial and antifungal
properties. (3) In particular, those that have antimicrobial activity are called antimicrobial
peptides (AMPs), some of which also have anticancer activity (ACPs). For example,
cationic peptides such as KT2 and RT2 from freshwater crocodile leukocyte extract have
been described as having anticancer activity. In in vitro studies, it has been described that
these ACPs interact with components of the membrane of cancer cells, such as
phospholipids, in a recognition not mediated by receptors. (4,5) Once endocytosed, ACPs
induce apoptosis in the cancer cell, and also affect the mitochondrial membrane potential,
which initiates the caspase cascade.

(6) In this sense, it would be advantageous to use ACPs against cancer, since their
interaction with cancer cells does not depend on membrane receptors, being less likely to
develop resistance compared to immunotherapies. Artificial intelligence has recently
predicted the presence of more than 200 AMPs from crocodile tissues (Crocodylus
porosus) that would have anticancer activity. However, their properties and potential
biological mechanisms regulated by them have not yet been explored (7). In this study, we
seek to determine the biological mechanisms associated with anticancer activity that could
regulate these AMPs, applying bioinformatic methods that consider their physicochemical
and structural properties. In the future, those AMPs could be evaluated in vitro and their
anticancer action experimentally validated.

Keywords: Peptides, Antimicrobial, Cancer, In silico.



ESTADO DEL ARTE

1.- PEPTIDOS ANTIMICROBIANOS (AMPS)

1.1. DEFINICION Y ORIGEN DE LOS AMPS

Los AMPs son oligopéptidos que estdn naturalmente presentes en el sistema inmune
innato de la mayoria de especies, desde bacterias, plantas, vertebrados e invertebrados (1,
8,9). La mayoria de AMPs (76%) proceden de especies animales como los anfibios,
insectos, mamiferos y peces, mientras que el resto provienen de plantas (14%) y bacterias
(10%) (10). Los AMPs tienen la funcion de reconocer y destruir células u organismos
completos, incluidos virus, bacterias y hongos (1,8). Los AMPs no sélo se eliminan
microorganismos, también han mostrado tener actividad citotoxica en células cancerosas.
Asi, un 6% de los AMPs estan clasificados como péptidos con actividad anticancerigena
(10). Este grupo recibe el nombre de Péptidos anticancerigenos (ACPs) que los distingue

de aquellos que sélo tienen actividad antimicrobiana.

El descubrimiento de los AMP se remonta a 1922 cuando Alexander Fleming descubri6
la actividad antimicrobiana de la lisozima humana en la saliva. Desde entonces, se han
descubierto nuevos péptidos de diferentes fuentes de origen. Por ejemplo, RK1 es un ACP
proveniente de escorpion comdn (Buthus Occitanus), que presenta actividad
anticancerigena reduciendo la proliferacion celular e inhibiendo la angiogénesis (9). Por
su parte, la AAP-H en un péptido antitumoral proveniente de la anémona marina
(Anthopleura anjunae), que causa muerte celular induciendo la apoptosis. Los humanos
también poseen ACPs, como las Cathelicidinas LL37 provenientes de la saliva, las cuales
presentan actividad anticancerigena por medio de la permeabilizacion de la membrana e

induccion de la apoptosis (13).

El gran interés por los AMPs anticancerigenos o ACPs ha generado una considerable
cantidad de datos provenientes de dichas investigaciones, existiendo hoy en dia bases de
datos donde se almacena la informacion acerca de la actividad antimicrobiana y

estructural de estos péptidos (14,15).



1.2. PROPIEDADES FISICOQUIMICAS Y ESTRUCTURALES

Los AMPs estan compuestos por entre 5 a 50 aminoacidos, con un peso molecular menor
a 10 KDa. La longitud de la cadena parece contribuir al mecanismo de accion
antimicrobiano, ya que con un mayor tamario, se dificultara la insercién del péptido en la
membrana (1,16). En particular, los ACPs poseen un elevado punto isoeléctrico (pl),
especialmente en el extremo C-terminal, lo que indica que son péptidos altamente
catiénicos a pH neutro, facilitando la interaccion electrostatica con la membrana de la

célula cancerosa (16).

Otra caracteristica es que tienen un bajo valor (< 1) en el indice de Boman, el cual es un
indicador del potencial de proteinas y péptidos de interactuar con otras proteinas. Un valor
bajo indica que tienen menos probabilidades de causar efectos secundarios por interaccién

con otras proteinas (16).

También es comun que los ACPs presenten aminoacidos basicos como la arginina, lisina
o histidina (11). Dichos residuos presentan un dtomo de nitrogeno en su cadena lateral
que se puede protonar para adquirir una carga neta positiva (12). Con relacion a ello, los
ACPs son frecuentemente péptidos cationicos, es decir, tienen una carga neta positiva. De
hecho, més del 85% de ACPs poseen una carga neta de al menos +2 (16). Dicha
caracteristica es esencial para su actividad ya que su naturaleza cationica les permite
interactuar de forma inespecifica con la membrana celular cargada negativamente de las
células cancerosas, causada por los cambios en algunos fosfolipidos en las células
neoplasicas. (1, 8, 9,13).

Por otro lado, ciertos aminoacidos favorecen ciertas conformaciones espaciales que

aumentan la posibilidad de desplegar su actividad anticancerigena (13). Asi, tanto los

AMPs como los ACPs pueden presentar 4 tipos de conformaciones: - plegada, o -
hélices, extendidas y ciclicas (1, 8, 12). De estas conformaciones, las a - héelices son las
mas estudiadas y presentan propiedades cationicas y antipaticas, Por otro lado, los ACPs
de conformacion p - plegadas presentan 2 o més enlaces disulfuro, lo que les da una buena

estabilidad. En general, la actividad antitumoral de las ACP plegadas en 3 es méas baja



que la de las helicoidales a, pero las ACP plegadas en 3 son menos toxicas para las células
normales; por lo tanto, tienen buenas perspectivas para un futuro desarrollo como agentes

anticancerigenos (11).

La anfipaticidad también es una propiedad importante de varios ACPs, donde los
aminoacidos hidrofobicos y los aminoacidos hidrofilicos tienden a ubicarse en lugares
opuestos (1,8,11). Ademaés, se ha demostrado que la hidrofobicidad influye en el
transporte extracelular de los péptidos bioactivos (11,12). La capacidad de
oligomerizacion es otra caracteristica fundamental en estos péptidos. De hecho, la
interaccion con la membrana entre dimeros o trimeros de AMPs hace més eficiente la
formacion de poros en la superficie de la célula cancerosa objetivo (9).

Estas caracteristicas influyen mucho en la biodisponibilidad y estabilidad fisioldgica de
los péptidos. Ciertos residuos de aminoacidos

La biodisponibilidad y estabilidad de los AMPs en condiciones fisioldgicas dependera
mucho de las propiedades fisioquimicas como la cantidad y posicion de residuos de
aminoacidos contenga el péptido, ya que esto también definird la conformacion

secundaria que presentara el AMP.

2. ACTIVIDAD ANTICANCERIGENA DE LOS ACPS
2.1. INTERACCION CON LA MEMBRANA

La interaccion de ACPs con la membrana plasmaética ocurre a traves de interacciones
débiles, entre los ACPs y los componentes de membrana (diferentes a receptores). En
particular, los ACPs reconocen con mayor afinidad a las células cancerosas que a las
células normales. Ello tendria su explicacion en los cambios de los componentes lipidicos
en la célula neoplésica. Por ejemplo, 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 (13, 17). Como consecuencia, los ACPs de

naturaleza cationica tienen gran afinidad por las células cancerosas, donde debido a esta



interaccidn desestabilizan la membrana, causando la lisis de la célula cancerosa (17). De
hecho, la permeabilizacién de membrana es uno de los mecanismos citotoxicos méas
comunes mediados por los ACPs y puede desencadenar necrosis de la célula transformada
(9).

Se han planteado tres modelos para describir la interaccion de los ACPs con la membrana
celular. El primero es el modelo de barril-vara, que consiste en que los ACPs se
posicionan de manera paralela a la membrana, pero a medida gque se agrupan cambian a
una posicion perpendicular a la membrana. En este modelo los residuos hidrofébicos de
los péptidos interactian con los lipidos de la membrana, produciendo un poro en la
superficie que la desestabiliza. Algunos ACPs son capaces de ingresar al citoplasma

usando este mecanismo, esto les permite interactuar con objetivos intracelulares (9).

El segundo es el modelo tipo alfombra, que consiste en la agrupacion de una gran cantidad
de ACPs, generalmente a-helicoidales, de manera paralela a la membrana, sin penetrar en
las bicapas lipidicas. Cuando los péptidos alcanzan una alta concentracion, los
monomeros giran y se reorientan a la zona hidrofébica de la membrana, como
consecuencia provocan la formacion de micelas y la desintegracién de la membrana.
(9,18).

El tercer modelo descrito es el modelo de poro toroidal, en el que al principio también los
ACPs estan posicionados de manera paralela en la membrana. Sin embargo, cuando su
abundancia aumenta, se posicionan de forma perpendicular a la membrana, lo cual
permite que se forme el complejo dinamico supramolecular péptido — lipido. Este ultimo
forma poros, con la caracteristica que la parte exterior del poro se encuentra conformada
por los residuos hidrofilicos del péptido junto con las cabezas hidrofilicas de los
fosfolipidos de la membrana. Este modelo también permite el paso de algunos ACPs al

medio intracelular (9,18).

2.2. APOPTOSIS

Las células cancerosas, independientemente de la causa o el tipo, tienden a tener como
caracteristica la evasion de la apoptosis, 1o que ocasiona este crecimiento descontrolado.
Esta perdida del control apoptdtico permite que las células cancerosas sobrevivan mas

tiempo y da mas tiempo para la acumulacion de mutaciones que pueden aumentar la



invasividad durante la progresion tumoral, estimular la angiogénesis, desregular la
proliferacion celular e interferir con la diferenciacién (19).

Algunos ACPs pueden afectar los factores reguladores de la apoptosis en las células
cancerosas, activando asi la muerte celular programada. Los ACPs pueden activar la

apoptosis tanto por vias extrinsecas como intrinsecas (19).

La via extrinseca utiliza sefiales extracelulares para inducir la apoptosis, conocidas como
ligandos de muerte, los cuales se unen a los receptores de muerte de la familia del factor
de necrosis tumoral (TNF). Algunos ligandos de muerte incluyen el ligando Fas (Fas-L),
el ligando inductor de apoptosis relacionado con TNF (TRAIL) y el factor de necrosis
tumoral (TNF). Se recluta una proteina adaptadora para el receptor de muerte; como el
dominio de muerte asociado a Fas (FADD) y el dominio de muerte asociado al receptor
de TNF (TRADD). Las procaspasas 8 y 10 del iniciador se unen a la proteina adaptadora
y forman el complejo de sefializacion que induce la muerte (DISC). Las procaspasas
tienen un dominio efector de muerte (DED) que se une a la proteina adaptadora en su
DED. Las procaspasas -8 y -10 son activadas por DISC. Las caspasas -3, -6 y -7 se activan
y comienzan la escision de las proteinas y el cito esqueleto que conduce a la muerte celular
(19). Se sabe que algunos ACPs pueden actuar como ligandos de los receptores de muerte,
al interactuar con la membrana de la célula cancerosa (4,5,6). Por ejemplo variantes de la
Leucrocina | (NGVQPKY), proveniente de la sangre de cocodrilos, con un PM de 804.91

Da activan la via extrinseca de apoptosis (20).

Por otra parte, la ruta intrinseca se encuentra regulada por las proteinas de la familia Bcl-
2. Esta via promueve la permeabilizacion de la membrana externa mitocondrial, efecto
conocido como MOMP. La permeabilizacion permite la liberacion de factores pro
apoptoticos como el citocromo ¢ y el segundo activador de caspasa derivado de
mitocondrias (SMAC) y Omi. Tras la liberacion de citocromo c se forma el apoptosoma

que conduce a la muerte celular (19).

Los ACPs que pueden activar la via intrinseca son generalmente los 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 (9).

La interaccion de los péptidos cationicos con la mitocondria también es posible, debido a



que las mitocondrias también poseen una membrana con fosfolipidos anidnicos, como lo
son el fosfatidilglicerol y la cardiolipina (21). Un péptido estimulador de la via intrinseca
es la  CecropinXJ  (WKIFKKIEKMGRNIRDGIVKAGPAIEVLGSAKAIGK),

proveniente de gusanos de seda de Bombyx mori (21).

2.3. INHIBICION DE LA ANGIOGENESIS

Por su parte, otros ACPs presentan actividad antiangiogénica, es decir, impiden o retardan
la creacion de nuevos vasos sanguineos. La angiogeénesis es un proceso muy activo en las
células cancerosas, que les permite recibir nutrientes y oxigeno para su supervivencia. La
angiogenesis en una etapa mas avanzada del cancer también facilita la metastasis del
tumor, que consiste en el transporte por sangre de células cancerosas, del érgano afectado
a otro (17).

Uno de los ACPs con efecto antiangiogénico es el péptido KV11, el cual esta presente en

la apolipoproteina A humana. KV11 presenta 11 residuos de aminoécidos que puede

inhibir la angiogénesis, suprimiendo la migracion de células endoteliales de la vena
umbilical humana (HUVEC) inducidas por el factor de crecimiento endotelial vascular

(VEGF) y la formacidon de microtubulos (22). Si bien la propiedad antiangiogénica de los

ACPs no induce directamente a la muerte de las células cancerosas, si es capaz de detener

su expansion, lo cual a la larga es util reducir la carga de células cancerosas.

2.4 MECANISMOS BIOLOGICOS ASOCIADOS CON PROPIEDADES
ESTRUCTURALES Y FISICOQUIMICAS.

Ciertas propiedades estructurales y fisicoquimicas de los AMPs son determinantes para
la actividad anticancerigena. Los péptidos catidonicos de estructura alfa hélice, han
demostrado tener actividad anticancerigena contra ciertos tipos de células. Por ejemplo,
el Mastoparan es un péptido alfa hélice cationico, de carga +4, procedente del veneno de
las avispas. Este ACP puede interactuar con la fase de fosfolipidos de la membrana
mitocondrial, que se ha implicado como la causa principal de la induccion de la apoptosis
en las células de melanoma B16F10-Nex2 (23). La magainina Il, que también posee una
estructura de alfa hélice, tiene una alta eficacia citotoxica y antiproliferativa mediante la
formacion de poros en las células cancerosas de la vejiga (24).



Entre los péptidos catidnicos con estructura beta plegada tenemos la Lactoferrina-B
(LfcinB) con una carga neta de +8, que induce la apoptosis en lineas celulares leucémicas
y de carcinoma humano. Dicha accion ocurre por medio de una internalizacion del péptido
en el citoplasma, desestabilizando la membrana citoplasmatica y generando la
despolarizacion de la membrana mitocondrial y activacion de caspasas 6,7 y 9 (25).

La naturaleza de los aminoacidos también influye en la actividad biolégica que despliegan
los ACPs. Asi, ciertos aminoacidos presentan una accion directa en las células cancerosas,
debido a las diferentes propiedades que presentan estos. Por ejemplo, los residuos de
aminoacidos con carga positiva, como las Lisinas y argininas, alteran la integridad de la
membrana celular, permitiendo que algunos péptidos logren ingresar al medio
intracelular, aumentando la citotoxicidad en la célula (26). Otros aminoacidos cargados
como las histidinas, inducen la citotoxicidad a través de la permeabilidad de la membrana
en condiciones &cidas (27). También, la combinacion de residuos de aminoacidos
cargados negativamente en los ACPs, como el &cido glutdmico o acido aspartico, se
asocian con actividad anti proliferativa en las células tumorales (28). 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 citotoxica (13).

La cantidad y posicién de los residuos de aminoécidos que posea el péptido tendran una
gran influencia en la biodisponibilidad y estabilidad fisioldgica de los ACPs. Es por esta
razén que muchos ACPs naturales mejoran su actividad anticancerigena, cuando se

modifica artificialmente la cadena de aminoacidos (9,13).

3. ESTUDIOS COMPUTACIONALES EN ACPS Y SU ACTIVIDAD
ANTICANCERIGENA

Los estudios in sillico en los ACPs se han conducido para descifrar el mecanismo de
accion, o el tipo de interacciones establecidas por estos péptidos con sus dianas celulares,

usando simulaciones por medio de aproximaciones computacionales.



Por ejemplo, en el estudio de Ramos Martin y col (2019) caracterizaron la interaccion de
la Cecropina XJ, un ACP encontrado en las larvas de los gusanos de seda (Bombyx mori),
con las membranas celulares. Para ello se simuld, mediante dinamica molecular, la
interaccion del péptido con los fosfolipidos anionicos, caracteristicos de las membranas
de células cancerosas. Como resultado, se describi6 la conformacion de Cecropina XJ en
complejo con componentes de la membrana celular, incluida fosfatidilserina y
fosfatidiletanolamina. Ademas, se reportd la presencia de 3 dominios conservados que

serian determinantes en el reconocimiento de las membranas celulares (21).

Asi mismo, en el estudio de Queme Pefia y col. (2021), 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 area de interaccion con la superficie celular es determinante para su accion

anticancerigena. (29)

4. DESCUBRIMIENTO DE AMPS Y ACPS DE COCODRILOS

4,1, CARACTERISTICAS Y TIPOS.

Los AMPs y ACPs se encuentran en todas las especies, de estas los cocodrilos han sido
objetivo de busqueda como fuente de péptidos, debido a su potente sistema inmune y a

que son uno de los reptiles mas longevos en la tierra. (30).

Se ha descrito un AMP cationicos en cocodrilos, cOT2, derivado de la ovotransferina y
presentes en los huevos de cocodrilo siamés (Crocodylus siamensis) (31). Esta molécula
mostré una fuerte actividad antimicrobiana contra Vibrio cholerae. Otros péptidos
identificados de cocodrilos son las B - defensinas, que si bien no presentan actividad

anticancerigena, inhiben el crecimiento bacteriano y la formacién de biofilm (30).

Por su parte, las leucrocinas (NGVQPKY-NH2) son AMPs y también son ACPs. Estas
han sido aisladas de leucocitos de estos animales, exhibiendo fuerte actividad contra
Staphylococcus epidermidis, Salmonella typhi y Vibrio cholerae, la cual esta asociada

tanto a su carga positiva (+1) como a su alto nivel de hidrofobicidad (5). Dado el interés
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por las leucrocinas, se crearon artificialmente nuevas formas de estos AMPs para mejorar
sus propiedades fisicoquimicas y estructurales, agregando residuos de aminoacidos
catidnicos y alterando su estructura. Estas formas son las KT2 y RT2, que presentan

actividad anticancerigena y antibacteriana (14,15,16).

4.2. KT2

La KT2 (NGVQPKYKWWKWWKKWW-NH2) es una leucrocina modificada, en las
que aminoacidos cationicos como la lisina se han afiadido para aumentar la carga neta
positiva y otros apolares como el triptéfano, para alargar la cadena peptidica. Como
consecuencia, la conformacién espacial del ACP cambia, dandose una conformacién de
alfa hélice, permitiendo asi una mejor interaccion con la membrana y aumentando la

hidrofobicidad y anfipaticidad.

La KT2 ha presentado actividad anticancerigena en células de cancer de colon HCT-116,
produciendo apoptosis por medio de la via extrinseca. Estos presentan una carga neta
positiva de +7 y muestran una atraccion natural por la carga negativa de fosfatidilserina
en la superficie de las células cancerosas. Los KT2 funcionan como ligandos de muerte,
activando los receptores de muerte como los Fas y TRAIL R2. Lo que en consecuencia
activa las procaspasas 8, permitiendo que el factor proapoptético HTRAZ se filtre de las

mitocondrias y se produzca la apoptosis (4, 5,6).

4.3. RT2

La RT2 (NGVQPKYRWWRWWRRWW-NH?2) al igual que las KT2 son basadas en
leucrocinas, pero a diferencia de las KT2, donde se agregan residuos de aminoacidos de
triptofano y lisina, las RT2 contienen residuos de arginina intercalados entre los residuos
de triptéfano. Como consecuencia, aumenta considerablemente la carga neta positiva del
ACP y también cambia la conformacidn espacial, donde presenta dos estructuras de alfa

hélice no continuas unidas por una cadena de estructura lineal.
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Los RT2 también presentan actividad anticancerigena por medio de la via apoptotica
extrinseca. Por lo que también funcionan como ligandos de muerte con los receptores de
muerte celular en la membrana. Sin embargo, a diferencia de las KT2, hay receptores que
interactan especificamente con RT2, como los TNFRI. Si bien no esta clara esta

interaccion especifica, podria atribuirse a la diferencia en la conformacion espacial (5,20).

4.4. ACPS CANDIDATOS DE COCODRILO

En 2020, Jeyamejang y col., identificaron un grupo de 207 AMPs, en un extracto de varios
organos de Cocodrilus porosus, en los cuales fue predicha una actividad anticancerigena,
aplicando métodos de Machine Learning (7). EI método globalmente se denominé
Machine Learning of Anticancer Peptides (MLACP). Los tejidos analizados incluian
intestinos, ojos, rifiones, pulmones, estbmago, traquea y corazon. También se demostro
que hubo una diferencia en la expresion de genes cuando se uso el suero de cocodrilo, en

células Hela, MCF7 y PC3 a comparacion de las células control (7).

Los métodos de Prediccion de péptidos anticancerigenos basados en maquinas vectoriales
(SVMACP) y Prediccion aleatoria de péptidos anticancerigenos basada en bosques
(RFACP) fueron aplicados con éxito en dicha investigacion. Ambos métodos aplican un
analisis basado en composicién y en propiedades fisicoquimicas, para detectar la
actividad anticancerigena. El primero usa un analisis de la composicién de aminoéacidos,
dipéptidos, y la composicién atémica (C, H, O, N). Mientras que el segundo computa
propiedades fisicoquimicas como la carga neta, la alifaticidad, aromaticidad, polaridad,
hidrofobicidad, cargas, tamafio, largo y masa de los residuos de aminoécidos (32). En
conjunto, los 207 AMPs fueron propuestos como ACPs candidatos mediante técnicas

computacionales.

PROBLEMA

El cancer es una enfermedad muy prevalente a nivel mundial, con mas de 19 millones de
personas diagnosticadas anualmente. Representa también la principal causa de muerte en
muchos paises, causando el deceso de méas de 10 millones de personas en el mundo (33).

A pesar de que existen mas de un centenar de farmacos anticancerigenos aprobados, la
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busqueda de nuevos compuestos antitumorales es continua y persiste. Sin embargo, el
descubrimiento de nuevos tratamientos no es sencillo y demanda esfuerzos

multidisciplinarios.

La necesidad de contar con nuevos farmacos anticancerigenos es inminente. En parte, ello
es debido al desarrollo de farmacorresistencia, que es un efecto inevitable de la
administracion de farmacos anticancerigenos como los quimioterapéuticos. Ademas, los
efectos secundarios ligados a la administracion de drogas anticancerigenas, complica el
manejo medicamentoso de la enfermedad. Dichos eventos aumentan la posibilidad de
recurrencia, siendo necesarios nuevos esquemas farmacologicos incluso mas agresivos
(34). Con ese escenario, es razonable que se busquen nuevas alternativas de tratamiento,
incluyendo moléculas de origen natural.

Las especies vegetales han sido tradicionalmente fuente de bioactivos anticancerigenos.
Sin embargo, los microorganismos y animales también representan fuentes naturales de
compuestos con principios antimicrobianos y antineoplésicos. El descubrimiento de que
ciertos AMPs eran capaces de destruir células neoplésicas, abrié una nueva linea de
desarrollo de compuestos activos frente a células transformadas. De hecho, méas de 20
AMPs han sido aprobados por la FDA y EMA para indicaciones como tumores
neuroendocrinos y mieloma multiple, lo que demuestra el interés y potencial de estas
moléculas (35). Ninguin AMP/ACP de cocodrilo ha sido investigado aun en ensayos
clinicos, aungue RT2 ha sido testeado recientemente en injertos de cancer de colon en
modelos de raton, mostrando buena actividad anticancerigena y éptimo perfil de seguridad
(36).

Varios grupos han descrito la accion de ACPs frente a células transformadas, siendo
comun la disrupcion de la membrana plasmatica, a la cual se unen interactuando con
fosfolipidos anidnicos o bien, en algunos casos, con receptores de membrana. Ello sugiere
que el reconocimiento de ACPs por células cancerosas no estd mayormente mediado por
receptores y puede ejercer su efecto formando complejos con componentes lipidicos de
las membranas. Esto representa una ventaja frente a la terapia dirigida, cuyo efecto esta
mediado por factores proteicos que, a largo plazo, sufren mutaciones y conllevan a la

farmacorresistencia (37).
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Recientemente se determind que mas de 200 AMPs presentes en tejidos de cocodrilo
tenian caracteristicas compatibles con moléculas anticancerigenas. Dicho estudio predijo
la actividad anticancerigena mediante algoritmos de Machine learning, basados en
algunas propiedades fisicoquimicas y secuencia de los AMPs y contrastandolos con
moléculas que tenian actividad antineoplésica. Si bien este analisis con MLACP pudo
discriminar péptidos con actividad anticancerigena, no preciso los procesos biol6gicos ni
la accidn a nivel de la célula mediada por los ACPs candidatos. Por ejemplo, no se sabe
si los ACPs candidatos eran promotores de apoptosis o disruptores de membranas, lo cual
contribuiria a describir el mecanismo de accidn de estas moléculas. Considerando que la
apoptosis es un hallmark del cancer, es decir, un proceso alterado en todos los tipos de
cancer, la accion de los ACPs podria ser significativa en tejidos transformados. También
queda por determinarse la biodisponibilidad y estabilidad en condiciones fisioldgicas de

los ACPs candidatos, criterios relevantes para estimar su eficacia y tolerancia.

Por lo antes expuesto, en este proyecto buscamos predecir los procesos bioldgicos y
accion sobre las células cancerosas que podrian mediar los 207 ACPs candidatos de
cocodrilo, considerando sus propiedades fisicoquimicas y estructurales. Dichas
caracteristicas son derivadas de la secuencia pepitica y compotenen un grupo de
parametros que describen de forma precisa los ACPs. Esta informacion complementara
el conocimiento actual sobre AMPs de cocodrilos e incrementaria el interés por estos

compuestos y su investigacion como candidatos anticancerigenos.

ESTRATEGIA

La investigacion es enteramente in sillico y empleard herramientas computacionales
dirigidas, primero, a describir las propiedades fisicoquimicas y estructurales de los 207

AMPs y luego, a predecir los mecanismos bioldgicos.

En la primera etapa, se reconoceran secuencias consenso, presentes comunmente en los
ACPs, en los 207 candidatos, a través de los programas AntiCP 2.0 e iDACP. En aquellos
que tengan resultado positivo, se describiran sus propiedades fisicoquimicas y
estructurales. Para ello, se obtendran los nombres de los candidatos del articulo de

Jeyamogan (7) y sus secuencias seran descargadas de Uniprot. A continuacion,
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empleando los programas ProtParam ToxinPred y modlAMP’s, se calcularan las
propiedades fisicoquimicas mas relevantes, incluyendo peso molecular, propension de
agregacion, indice de aromaticidad, pl, carga, indice alifatico, indice de inestabilidad,
ratio de hidrofobicidad, area expuesta al solvente, entre otras. También se obtendra el
indice de Boman y la probabilidad de oligomerizacion. . Adicionalmente, empleando los
programas PEP Fold y ProteinPredict, se estimaran algunas caracteristicas estructurales
de interés incluyendo elementos de estructura secundaria, puentes disfulturo, entre otras.
Todos estos datos seran tabulados en hojas de Excel, por cada ACP de estudio, para su

evaluacion en la segunda fase del trabajo

En una segunda etapa, se estimaran los mecanismos bioldgicos o accion de los ACPs
candidatos sobre las células, vinculando sus propiedades determinadas en la primera
etapa. Para ello, primero se consultara la literatura disponible, donde se asocian dichas
propiedades (incluyendo secuencias consenso, estructuras secundarias, etc.) con los
mecanismos desplegados por ACPs (9,13). Luego, se estimara su capacidad de atravesar
la membrana celular, a través del programa BChemRF-CPPred (38). Para determinar los
mecanismos involucrados en su accion, también se consultaran las bases de datos de
AMPs mas conocidas: ADP3, Cancer PPD y SATPdb. En caso un ACP no esté disponible

en las bases de datos, se omitira de los siguientes pasos de estudio.

De esa forma, podra predecirse si el ACP actda a nivel de la membrana o su accion esta
mediada por interaccion con receptores. Para demostrar dicho mecanismo, se obtendra
primero la estructura 3D del ACP de interés. En caso no esté disponible, se modelara por
homologia usando Robetta o AlphaFold. En casi el mecanismo se base en interacciones
con la membrana, se simulard por dinamica molecular la interaccion de 1-2 ACPs
candidatos con un sistema membranoso. Si fuera por interaccion con receptores, se
simulara la interaccion usando el programa Autodock. Finalmente, se calculara
tedricamente la biodisponibilidad y estabilidad en condiciones fisiologicas de los ACPs
candidatos, mediante herramientas de cémputo de ADMET como ICDrug, PredMS vy
VNN-ADMET. También se evaluara su similitud con otros AMPs bioactivos, a traves del
recurso SATPdb (39).
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