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RESUMEN

El inadecuado uso de antibioticos ha conducido a un aumento en la tasa de resistencia
bacteriana por esto ha sido fundamental el estudio de nuevos compuestos con propiedades
bioactivas que permitan enfrentar el desafio ocasionado por la falta de farmacos efectivos
para el tratamiento de infecciones causadas por un amplio rango de bacterias. En este
sentido, el presente trabajo de investigacion se centra en el modelamiento computacional
de la Cruzioseptina CC-17 perteneciente a la familia de péptidos identificados en el
exudado de la rana Cruziohyla calcarifer. Inicialmente, se realizo la caracterizacion del

péptido en funcion de sus propiedades fisicoquimicas y la elucidacion de su estructura
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secundaria, asimismo, para analizar la actividad del péptido se desarrollé el estudio de
acoplamiento molecular de la Cruzioseptina CC-17 con enzimas presentes en Escherichia
coli, Staphylococcus aureus, Candida albicans y con moléculas pertenecientes a la
membrana celular bacteriana. Los resultados muestran que la Cruzioseptina CC-17 es un
péptido cuya estructura secundaria esta compuesta predominantemente por regiones alfa
helicoidales y presenta una carga de +2 lo cual le concede el caracter basico, presenta un
punto isoeléctrico de 8,6 y esta compuesta en un 52,7 % por aminoacidos hidrofdbicos.
Finalmente, el estudio de acoplamiento molecular demuestra que la bioactividad del
péptido puede explicarse en base a un mecanismo de ataque focalizado en la membrana
celular bacteriana en donde la lisis celular se logra gracias a las interacciones
electrostaticas entre la Cruzioseptina CC-17 con los distintos componentes de la

membrana bacteriana.

ABSTRACT

The inappropriate use of antibiotics has led to an increase in the rate of bacterial
resistance, therefore, the study of new compounds with bioactive properties has been
essential to face the challenge caused by the lack of effective drugs for the treatment of
infections caused by a wide range of bacteria. In this sense, the present research work
focuses on the computational modeling of Cruzioseptin CC-17 belonging to the family of
peptides extracted from the exudate of the Cruziohyla calcarifer frog. Initially, the
characterization of the peptide was carried out based on its physicochemical properties
and the elucidation of its secondary structure. In addition, molecular docking was
performed to analyze the activity of the different enzymes present in Escherichia coli,
Staphylococcus aureus and Candida albicans and with molecules present in the bacterial
cell membrane. The results show that Cruzioseptin CC-17 is a peptide which secondary
structure is predominantly composed of alpha helical regions and has a net charge of +2
which gives it the basic character, has an isoelectric point of 8,6 and is composed of a
52,7% by hydrophobic amino acids, which confirms its cationic character. In the other
hand, molecular docking results shows that the bioactivity of the peptide can be explained
based on a concentrated attack mechanism on the bacterial cell membrane where the cell
lysis occurs by the electrostatic interactions between Cruzioseptin CC-17 with the

different molecules of the cell membrane.

INTRODUCCION



La resistencia antimicrobiana se ha
convertido en uno de los problemas de
mayor importancia en el campo de la
salud publica. Los datos proporcionados
por Centros para el Control y la
Prevencion de Enfermedades (CDC por
sus siglas en inglés) son un reflejo claro
de esta problematica pues se considera
que cada afio en los Estados Unidos al
menos 2,8 millones de personas contraen
una infeccidn resistente a los antibioticos
mientras que mas de 35000 personas
mueren (CDC, 2020). Este es un
resultado de la constante evolucion
biolégica sumada al uso inadecuado de
antibidticos que ha desencadenado una
serie de cambios a nivel genético en los
diversos microorganismos y por ende el
aumento de las tasas de resistencia
antimicrobiana (Lewies, Du Plessis &
Wentzel, 2019).

Dado que la efectividad de los
antibidticos convencionales se ha visto
severamente mermada (Lei et al., 2019),
la comunidad cientifica ha centrado su
interés en el estudio de compuestos
bioactivos tales como los péptidos
antimicrobianos (AMP), que representan
a las moléculas organicas que forman
parte del sistema de la respuesta inmune
innata de wuna amplia gama de
organismos como anfibios, insectos,
moluscos,

hongos, artrépodos,

vertebrados y plantas (Wang, 2020). Los

AMP se encuentran formados por
cadenas de entre 8 a 45 aminoacidos los
cuales no unicamente se destacan por
presentar un amplio espectro de
actividad  antimicrobiana 'y  por
proporcionar proteccion contra
bacterias, hongos, parésitos y virus
(Datta & Roy, 2020), sino que también
tienen un rol importante en la inhibicion
de células cancerigenas (Zhang, Yang &
Ericsson, 2019).

Ademas, los péptidos antimicrobianos se
caracterizan por presentar una carga neta
que oscila entre +1 y +9 junto con
propiedades cationicas, hidrofdbicas y
anfipaticas cuyo estudio es sumamente
importante, ya que son los factores
determinantes en su actividad frente a los
distintos microorganismos patdgenos
(Koehbach & Craik, 2019). Se debe
resaltar que estos compuestos pueden
presentar estructuras primarias,
secundarias y terciarias muy diversas
pero pueden clasificarse en cuatro clases
principales: los péptidos que presentan
una estructura secundaria lineal o-
helicoidal; aquellos que presentan
estructuras lineales extendidas, es decir
gue se encuentran desprovistas de
elementos o 0 f pero que son ricas en
aminoacidos como la glicina, arginina,
triptofano o prolina (Koehbach & Craik,
2019); los péptidos cuya estructura

pertenece a una ldmina B que es estable



gracias a la presencia de uno o varios
enlaces disulfuro; y finalmente se
encuentran los péptidos que presentan
una estructura mixta conformada por una
region o y una region B (Lee, Hall &
Aguilar, 2015).

Los modelos propuestos para el
mecanismo de accion de los AMPs se
extienden desde la formacion clésica de
poros (Raheem & Straus, 2019), hasta
aquellos que involucran la accion de
fuerzas electrostaticas (De Paula &
Valente, 2018), sin embargo, estos se
pueden clasificar en dos grandes grupos
en donde se encuentran mecanismos
centrados en el ataque directo a la
membrana y aquellos que involucran
funciones  de inmunomodulacion
(Kumar, Kizhakkedathu, & Straus,
2018).

Muchos péptidos con propiedades
antimicrobianas han sido aislados a
partir de anfibios pues estos se
caracterizan por poseer gandulas
granulares (Varga, Bui-Marinos &
Katzenback, 2019), las cuales, ademas
de ser las encargadas de mantener el
equilibrio idnico, son las responsables de
proteger a estas especies contra la
abrasion y agentes patdgenos, al ser
propulsoras de la produccion de
compuestos bioldégicamente activos que

pueden llegar a presentar propiedades

fungicidas y bactericidas (Demori et al.,
2019).

En este sentido, las Cruzioseptinas
(CZS) son wuna nueva familia de
péptidos, extraidas a partir del exudado
de la rana, Cruziohyla calcarifer
pertenecientes a la familia
Phyllomedusinae. Actualmente, se han
alrededor de 14

Cruzioseptinas, que se caracterizan por

reportado

estar compuestas por una cadena
peptidica de entre 20 a 32 aminoacidos y
por poseer una secuencia N-terminal
Unica compartida. Asimismo, los
distintos  estudios  microbiol6gicos
realizados demuestran que presentan un
amplio espectro de actividad
antimicrobiana frente a patégenos como
el Staphylococcus aureus y la levadura
Candida albicans y en menor medida
frente a Escherichia coli (Proafio-
Bolafios et al., 2016).

En el presente estudio, se emplean
distintos métodos computacionales para
caracterizar a la Cruzioseptina CC-17
con respecto a sus propiedades
fisicoquimicas y estructura secundaria,
asi como también se analiza el
mecanismo de accién con base en los
resultados obtenidos mediante técnicas
de acoplamiento molecular con enzimas
inhibitorias de patdgenos y moléculas
presentes en la membrana celular

bacteriana.



MATERIALES Y METODOS

Para llevar a cabo el estudio
computacional de la Cruzioseptina CC-
17 se emplearon distintos recursos
computacionales como servidores web
(Pep Calc y Biosyn), bases de datos
(Protein Data Bank), herramientas de
visualizacion molecular (Pymol 'y
Autodock Tools),

especializados en célculos mecano

softwares

cuénticos (Gaussian 09) y herramientas
enfocadas en el acoplamiento molecular
(Autodock Vina), con los cuales se logro
caracterizar el péptido en funcion de sus
propiedades fisicoquimicas y en base a
su interaccion con una serie de moléculas
presentes en la membrana celular
bacteriana.

Los servidores web Pep Calc (Lear &
Cobb, 2016) y Biosyn (Bio-Synthesis,
2010) fueron usados para la prediccion
de propiedades fisicoquimicas tales
como la carga neta, el punto isoeléctrico,
flexibilidad, probabilidad de superficie y
composicion de la secuencia de
aminoacidos.

La prediccion de la estructura secundaria
se realiz6 empleando los servidores web
Predict Protein (Yachdav & Rost, 2013)
y JPred 4 (Drozdetskiy, Cole & Procter,
2015) con lo cual se determind las
regiones alfa helicoidales y giros beta

presentes en el péptido.

El modelamiento computacional de la
estructura de la Cruzioseptina CC-17 se
realiz6 por medio del software Pymol
(Schrodinger, 2017) mientras que la
optimizacion de cada una de las
estructuras tridimensionales
correspondientes al péptido y a las
moléculas presentes en la membrana
celular bacteriana fue realizada mediante
el software Gaussian09 (Frisch et al.,
2016) haciendo uso del método hibrido
ONIOM en dos niveles HF/3-
21G/IHF/6-31-G.

Por ultimo, se efectud el estudio de
acoplamiento molecular, para lo cual se
seleccionaron dos enzimas presentes por
cada patdgeno de interés y cuyas
estructuras  tridimensionales  fueron
obtenidas a partir de la base de datos
RCSB Protein Data Bank (Berman et al.,
2002). Con la ayuda del software
Autodock Tools (Morris et al., 2009) se
crearon los archivos de entrada para
posteriormente ejecutar los célculos en
AutoDock VINA (Trott & Olson, 2010),
con lo cual se obtuvo los valores de
afinidad entre el péptido con una serie de
enzimas asociadas a los patégenos de
interés y con moléculas presentes en la

membrana celular bacteriana.

RESULTADOS
A partir de la secuencia de aminoéacidos
que conforman la Cruzioseptina CC-17



obtenida previamente por el Laboratorio
de Biologia Molecular y Bioquimica de
la Universidad Regional Amazénica
IKIAM mediante técnicas de clonacion
molecular y secuenciamiento por
espectrometria de masas en tandem se
llevo a cabo la parte inicial del estudio

computacional del péptido que engloba

de

fisicoquimicas las cuales se presentan en

la prediccion propiedades
la Tabla 1. Por otra parte, la Tabla 2
presenta la nomenclatura de los distintos
aminoacidos que conforman la secuencia

del péptido.

Tabla 1. Propiedades fisicoquimicas de la Cruzioseptina CC-17

Parametro Cruzioseptina CC-17
Secuencia de aminoacidos GFLDVVKGVGKAALGAVTHLINQ-NH:
Longitud 23
Peso molecular (Unidades) 2307,69
Punto isoeléctrico 8,6
Formula C,osH176N560,
NuUmero de atomos 338
Aminoé&cidos de carga negativa 1
Aminoéacidos de carga positiva 2
Carga 3,1 (bésica)
Hidrofobicidad 0,492
Momento hidrofébico 0,429

Composicién de la secuencia en
porcentaje

Neutral: 30,43 %
Basica: 13,04%
Acida: 4,35%
Hidrofébica: 52,17%

Tabla 2. Nomenclatura de aminoacidos que forman parte de la estructura de la

Cruzioseptina CC-17

Amino&cido Cadigo de tres letras Cadigo de una letra
Glicina Gly G
Fenilalanina Phe F
Leucina Leu L
Acido aspartico Asp D
Valina Val V
Lisina Lys K
Alanina Ala A
Treonina Thr T
Histidina His H
Isoleucina lle I
Asparagina Asn N
Glutamina Glu Q




Se puede notar que el péptido presenta
una carga neta de +3,1 asi como también
que en la cadena peptidica se encuentra
presente un aminoacido de carga
negativa y dos aminodcidos de carga
positiva. Adicionalmente, se evidencia
que la secuencia correspondiente a la
Cruzioseptina CC-17 es en su mayoria
hidrofobica.

En la Figura 1 expuesta a continuacion se
observa el grafico correspondiente a la
probabilidad de superficie en la cual se
aprecia que las ventanas de aminoacidos
1y 11 son aquellas que tienen la mayor
probabilidad de estar en la superficie del
péptido, por lo que son las que tienden a
interacciones con otras moléculas.
Adicionalmente, al estudiar la
flexibilidad del péptido, se observa que
esta presenta un valor que oscila entre
092 y 102 y su punto maximo
corresponde a la posicion 12 de la

ventana de aminoacidos.

Figura 1. Propiedades fisicoquimicas

de la Cruzioseptina CC-17 a.
Probabilidad de
Flexibilidad del péptido en funcion de

superficie  b.

la secuencia de aminoacidos (Bio-
Synthesis, 2010)
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En la Tabla 3 se muestran los resultados
de la prediccion de la estructura
secundaria del péptido realizada
mediante distintas herramientas web,
cuyos resultados demuestran que en la
Cruzioseptina CC-17 predomina la
estructura alfa helicoidal y ademas se
evidencia la presencia de regiones con
giros beta tanto al inicio como al final de
la cadena de amino&cidos que compone

al péptido.

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18



Tabla 3. Estructura secundaria de la Cruzioseptina CC-17 predicha mediante
JPred4 y Predict Protein

Hélice Giros
Software Estructura secundaria predicha para la Cruzioseptina CC-17 #aa alfa beta
[%]  [%]
JPredd t t h h h h h h h h h h h h h h h h h h h t t 23
G F L D vV Vv K G vV G K A A L G AV T H L | N Q -NH. 82'6 17’4
Predict t t h h h h h h h h h h h h h h h h t t t t t 23
Protein G F L D VvV VvV K G V G K A A L G AV T L | N Q -NH: 69'6 30'4

h= hélice alfa; t=giros beta

Con base en los resultados de Ila obtuvo la conformacion mas estable del

prediccion de la estructura secundaria de
la Cruzioseptina CC-17, el péptido fue
modelado y wuna vez obtenida la
estructura tridimensional se llevo a cabo
la  optimizacion  geométrica y

minimizacién energética, con lo que se

péptido que se muestra en la Figura 2. En
este contexto, se debe resaltar que la
estructura optimizada concuerda con las
predicciones realizadas previamente,
pues se encuentra conformada por una

region alfa helicoidal mayoritaria.
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Figura 2. Estructura tridimensional de la Cruzioseptina CC-17 optimizada
mediante el método ONIOM HF/3-21G//HF/6-31-G

Asimismo, se llevo a cabo el estudio de de interés, los cuales fueron comparados

acoplamiento molecular (Docking), en con los puntajes de afinidad de los

donde se analiz¢ el valor de afinidad del inhibidores conocidos. Se observa que el

péptido con distintas enzimas presentes péptido presenta mayor afinidad con la

en la membrana celular de los patdgenos Proteina de union de Penicilina



Transglicosidada 1b, la cual es una
enzima presente en la membrana celular
de Escherichia coli y con la Hidrolasa
AmiA presente en Staphylococcus
aureus (Tabla 4).

Cabe resaltar que en todos los casos la
afinidad del inhibidor es mayor que la
del péptido, sin embargo, se considera

que el puntaje obtenido durante el

acoplamiento al hacer referencia al valor
predicho de la energia libre de la unién
enzima-ligando no permite determinar
con certeza el grado de afinidad entre
estos dos compuestos, sino que mas bien
permite clasificar entre ligandos activos
e inactivos (Aguayo-Ortiz & Fernandez-
de Gortari, 2018).

Tabla 4. Valores de afinidad de la Cruzioseptina CC-17 con distintas enzimas
presentes en la membrana celular de Staphylococcus aureus, Escherichia coli y
Candida albicans

Puntaje de afinidad

Microorganismo Enzima Inhibidor (keal/mol)
g conocido Inhibidor ~ Cruzioseptina
conocido CC-17
Proteina de union de Penicilina g-Acil 2A Ceftobiprol -95 -5,5
Staphylococcus
Hidrolasa AmiA Muramil -7,1 -5,9
aureus
tetrapéptido
ADN girasa B -10,4 -5,1
ADP
Escherichia coli Proteina de union de Penicilina -
o Moenomicina -7,3 -6,3
Transglicosidada 1b

Candida albicans Exo-B-(1,3)-glucaneasa Castanospermina -7,0 -5,6
Proteasa aspértica secretada A70" -1,7 -5,9

*A70: N-etil-N-[(4-metilpiperazin-1-yl) carbonil]-D-fenilalanil-N-[(1S,2S,4R)-4-(butilcarbamoil)-1-
(ciclohexilmetil)-2-hidroxi-5-metilhexil]-L-norleucinamida

Para realizar un estudio mas profundo, se
realizd el acoplamiento molecular entre
CC-17 y

moléculas presentes en la membrana

la  Cruzioseptina once

celular de los tres microorganismos

estudiados. Los resultados se encuentran

detallados en la Tabla 4 en donde se
evidencia que los valores de afinidad son
variables, pues oscilan entre -2,0 y -3,8
kcal/mol, lo cual se debe en gran medida

a la diferencia de tamafio y distribucion



de cargas en cada una de las moléculas

presentes en la membrana bacteriana.

Tabla 5. Valores de afinidad de la Cruzioseptina CC-17 con distintas enzimas
presentes en la membrana celular de Staphylococcus aureus, Escherichia coli y

Candida albicans

Moléculas de la membrana celular

Afinidad (kcal/mol)
Cruzioseptina CC-17

Acido teicoico
Beta 1-3 glucano
Fosfatidiletanolamina
Glicofosfolipidos Fosfomanolipido
Glicofosfolipido GPLs

Lisil-fosfatidilglicerol

-2,8
-3,2
-2,3
-3,8
-2,7
-2,0

Acido miristico
Acido oleico
Acido palmitico
Acido palmitoleico

Fosfatidilglicerol

-2,8
-2,8
-2,6
-2,8
-2,3

DISCUSION

Las Cruzioseptinas caracterizadas a
partir de la secrecion cutanea de la rana
Cruziohyla Calcarifer, son una familia
de peptidos muy diversa que se
caracterizan por poseer una secuencia N-
terminal Unica compartida. En este
sentido, las propiedades fisicoquimicas
expuestas en la Tabla 1 permiten
clasificar a la Cruzioseptina CC-17 como
un péptido antimicrobiano conformado
por 23 amino&cidos y que destaca por ser
cationico y basico. Ademas, posee un C-
terminal amida que le otorga una carga
positiva adicional al péptido
atribuyéndose asi una carga neta de +3,1,

la cual es fundamental en la selectividad

del péptido (Bahar & Ren, 2013), pues al
estar relacionada con el numero de
grupos ionizables del péptido se
constituye como un factor que favorece
la interaccion electrostatica que es la
principal fuerza de atraccion que motiva
el primer contacto entre el péptido y la
membrana bacteriana (Jindal et al.,
2014).

Al analizar la conformacién de la cadena
peptidica se evidencia la presencia de
lisina e histidina, los cuales conceden el
caracter basico al péptido y constituyen
el 13,04 % de

aminodacidos, asimismo, se observa la

la secuencia de

presencia de acido aspartico el cual

ademas de contribuir con una carga



negativa constituye el 4,35 % de la
secuencia peptidica.

La Tabla 1 también permite evidenciar
que un 52,17 % corresponde a
aminoacidos hidrofébicos lo que se
justifica debido a la presencia
mayoritaria de alanina y valina junto con
un menor numero de residuos de leucina,
isoleucina y fenilalanina, los cuales
gobiernan la capacidad del péptido para
ingresar a la bicapa lipidica de Ia
membrana microbiana. Finalmente, el
30,43 % restante de la secuencia
corresponde a aminoacidos neutrales lo
cual estd determinado por la presencia de
glicina, treonina, asparagina y glutamina
que son aminodcidos conocidos por
aportar grupos funcionales polares que
tienden a la formacion de puentes de
hidrogeno (Garret & Grishman, 2017,
Li, Vorobyov, & Allen, 2013).

Como parte de la caracterizacion del
péptido se analizd la probabilidad de
superficie, en donde se nota que la
ventana 1 y 11 son las que presentan la
tendencia a estar mas expuestas (Bio-
Synthesis, 2010). Tanto la ventana 1
como la 11 se encuentran formadas
principalmente por aminoacidos
hidrofébicos (alanina, leucina, glicina y
valina) los cuales tienden a estabilizar la
cadena y por ende no sufren cambios
drasticos al momento del plegamiento
del péptido y hacen efectiva la insercion

en el nucleo hidrofobico de la membrana
celular bacteriana lo que aumenta el
desorden de los fosfolipidos y causa una
disminucion en su funcién protectora
(Cantor et al., 2019).

En cuanto a la flexibilidad del péptido se
determind que la regiéon comprendida
por la posicion de ventanas 10 y 14
corresponden a la zona mas flexible
mientras que la posicion 6 es la mas
rigida lo cual se debe a que al estar
conformada por la cadena VKGVGK" en
donde existe igual numero de
aminoacidos basicos con carga positiva,
neutros e hidrofobicos se tiene una
conformacion mas estable y por ende con
menor tendencia a ser desestabilizada
(Roncevi¢ et al., 2018).

Con base en los resultados de
flexibilidad del péptido, se puede
determinar que la zona central de la
Cruzioseptina CC-17 es la region mas
flexible, lo cual es poco comun para este
tipo de moléculas, en donde
generalmente las regiones mas flexibles
son los extremos de la cadena peptidica,
sin embargo, esta caracteristica sugiere
la  existencia de  movimientos
rotacionales de las cadenas laterales del
péptido al momento de la interaccion con
proteinas o moléculas de la membrana
celular bacteriana, lo que se relaciona
con una mejor insercion del péptido en el

bolsillo enzimatico (Babii et al., 2017).



Al analizar los resultados de las
predicciones de la estructura secundaria
del péptido presentados en la Tabla 2, se
determino que este se encuentra formado
en su mayoria por una region alfa
helicoidal, la cual representa entre el
69,6 vy el 82,6 % de la estructura total,
mientras que el porcentaje restante
corresponde a las zonas extremas, en
donde existen residuos que adquieren
una conformacion correspondiente a
giros beta, lo cual se relaciona con la
formacion de puentes de hidrogeno entre
el primer y el cuarto amino4cido de la
cadena peptidica (Borah, Deb, &
Chakraborty). La predominancia de la
estructura alfa helicoidal se debe a la
presencia de aminoacidos neutrales e
hidrofobicos, los cuales tienden a la
formacion de puentes de hidrogeno entre
los atomos de oxigeno del grupo
carbonilo de un aminoécido y el &tomo
de hidrogeno del grupo amino de otro
aminoacido, obteniendo asi una
configuracién estable (Arakawa, &
DeForest, 2017).

Al contrastar las predicciones realizadas
con la estructura optimizada de la
Cruzioseptina CC-17 (Figura 2), se
evidencia la existencia de una gran
similitud, pues la gran mayoria de

aminoacidos adquieren la conformacion

" Véase nomenclatura en Tabla 2.

alfa helicoidal, siendo solamente los dos
primeros (-GF)"y los dos tltimos (-NQ)”
residuos de la cadena peptidica, los que
sufren una desestabilizacion y en lugar
de adquirir una  conformacion
relacionada con los giros beta se
constituyen como colas randomicas que
se caracterizan por ser estructuras muy
flexibles que facilitaran el ingreso del
péptido al bolsillo enzimatico.

En cuanto a los mecanismos de accion de
los peéptidos antimicrobianos, existen
una gran variedad de teorias, sin
embargo, dentro de estas se pueden
distinguir dos grupos que son los
mecanismos de modulacion
inmunolégica y aquellos de ataque
directo a lamembrana celular bacteriana.
(Kumar et al., 2018).

En este sentido, se llevo a cabo el estudio
de acoplamiento molecular de la
Cruzioseptina CC-17 con una serie de
enzimas, para conocer si el péptido
ejerce un mecanismo de ataque indirecto
basado en la inhibicion enzimatica
mientras que el acoplamiento con
moléculas presentes en la membrana
celular bacteriana se realiz6 con el fin de
estudiar un mecanismo de accion
enfocado en el ataque directo a la

membrana.



Los resultados mostrados en la Tabla 3
demuestran que la Cruzioseptina CC-17
tiene una mayor afinidad con la
Hidrolasa AmiA, la proteina de unién de

Penicilina Transglicosidada 1b y la

«

ne

Figura 3. Interaccion de la Cruzioseptina CC-17 (azul) con a). Proteasa aspartica

proteasa  aspartica  secretada,  sin
embargo, se evidencia que, en todos los
casos, el péptido tiene menos afinidad

que los inhibidores.

secretada (amarillo) b). Proteina Transglicosidada 1b (verde) c). Hidrolasa AmiA

En la Figura 3 inciso a), se observa que
la Cruzioseptina CC-17 se acopla a la
forma del bolsillo enzimatico, lo cual se
debe en mayor medida a los cambios
rotacionales de las cadenas laterales de la
estructura. Ademas, se evidencia que la
parte central es la que logra una mayor
interaccion con el sitio  activo
enzimatico, sin embargo, el péptido no
logra la inhibicion dado que la Proteasa
Aspartica forma parte de las enzimas
hidrolasas cuya funcion catalitica es la
hidrolisis de las cadenas peptidicas
(Dunn, 2013). En el inciso b) se
evidencia una buena interaccion
superficial entre el péptido y la enzima
debido a la buena exposicion del bolsillo

enzimatico, sin embargo, el péptido no

(gris)

logra cubrir por completo el sitio activo

lo cual se justifica dado que Ia

Cruzioseptina CC-17 presenta un
tamafo reducido en comparacion con el
inhibidor conocido (Moenomicina). Por
ultimo, en el inciso c¢) se observa una
interaccion  superficial que  estd
relacionada con la existencia fuerzas
electrostaticas entre el péptido y el sitio
activo, sin embargo, se considera que el
péptido no ingresa al bolsillo enzimatico
debido a la marcada diferencia entre la
del inhibidor

4

longitud de cadena

conocido (conformado por
aminodcidos) y la de la Cruzioseptina

CC-17 (Cuesta et al., 2019).



Figura 4. Interaccion de Ila
Cruzioseptina CC-17 (azul) con la

enzima ADN girasa (naranja)

En el caso del acoplamiento con la ADN
Girasa (Figura 4) se nota que la
Cruzioseptina ~ CC-17  tiende a
interaccionar con el bolsillo enzimatico,
siendo los residuos de lisina cargados
positivamente los que mantienen una
interaccion marcada en el sitio activo.
Cabe aclarar que existe una diferencia
muy marcada entre el valor de afinidad
del péptido y el ADP, la que se debe en
su mayoria a la diferencia de carga entre
el inhibidor conocido que presenta carga
negativa y el péptido con carga +2.

(Cuesta et al., 2019).

Figura 5. Interaccion de Ila
Cruzioseptina CC-17 (azul) con la

enzima Ex0-B-(1,3)-glucanasa (rosa)

En la Figura 5 se observa que en el
acoplamiento de la enzima Exo-B-(1,3)-
glucanasa con la Cruzioseptina CC-17,
ésta ingresa al sitio activo debido a que
el  Dbolsillo enzimatico es lo
suficientemente amplio y se considera
que el mecanismo de inhibicion en este
caso se logra ya que el péptido recubre el
sitio activo y por ende la enzima no es
capaz de hidrolizar glucanos, lo que
interrumpe la provision de energia a la
celula causando asi un desbalance en la
misma que al final desencadena en un
proceso de lisis celular (Ramos &
Malcata, 2011).

Por otra parte, cabe destacar que en el
acoplamiento con la Proteina de unién de
Penicilina G-acil 2 no existe inhibicién
debido a que el péptido presenta un
mayor numero de atomos en
comparacion con el inhibidor lo que
dificulta la entrada de la Cruzioseptina
CC-17 en el sitio activo, ademés existe
una diferencia de cargas significativas
pues la Cruzioseptina CC-17 a pH 7
presenta una carga de +1,1 mientras que
la carga del inhibidor presenta un valor
de -1.

Por ultimo, al analizar los resultados
obtenidos después del acoplamiento con
distintas moléculas presentes en la
membrana  celular  bacteriana, se
evidencia que los valores de afinidad son
relativamente bajos y oscilan entre -2,0 y



-3,8 kcal/mol, lo que denota la existencia
de una interaccion leve entre ambas
moléculas. Hay que considerar que la
monocapa lipidica que constituye
superficialmente a la membrana celular
bacteriana se encuentra formada por
compuestos que se caracterizan por
poseer lipidos con grupos cargados, entre
los que se destacan glicofosfolipidos
junto con fosfoaminolipidos (Strahl &
Errington, 2017) y presentan una buena
interaccion con el péptido debido a que
este presenta una carga neta positiva y
por ende, son capaces de generar una
ruptura de la pared celular, siendo este el
mecanismo de accion mas viable.

Ademas, la hidrofobicidad de la cadena
peptidica es un factor clave pues esta
dictamina hasta qué punto el péptido sera
soluble en agua y podran dividirse en la
bicapa lipidica de la membrana, es por
esto que se considera que la
Cruzioseptina CC-17 al poseer una
composicion mayormente hidrofdbica,
tendra la capacidad de generar una
ruptura de la membrana bacteriana
externa continuando con un ataque a la

membrada interna (Kumar et al., 2018).
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CONCLUSION

Con Dbase en el modelamiento
computacional de la Cruzioseptina CC-
17 extraida a partir del exudado de la
rana Cruziohyla calcarifer, se determino
que sus propiedades fisicoquimicas
concuerdan con la de compuestos
bioactivos previamente estudiados pues
presenta  una  cadena  peptidica
conformado por 23 aminoacidos es de
caracter basico, pues presenta una carga
de +3,1 asi como también se destaca por
poseer un punto isoeléctrico de 8,6.
Adicionalmente, se establecié que la
interaccion entre el péptido, las enzimas
y las moléculas de la membrana celular
bacteriana se encuentra determinada por
la presencia de un 52 % de amino&cidos
hidrofébicos junto con la presencia de
aminoacidos basicos, lo cual también
permite caracterizar a este compuesto
bioactivo como un péptido
antimicrobiano cationico. Por otra parte,
los estudios de acoplamiento molecular
sugieren que un mecanismo de accion
relacionado con la inhibicion enzimatica
no es viable, debido a factores
relacionados principalmente con el
tamafo del péptido y su carga, por esto
se considera que un mecanismo de
accion aceptable es el centrado en el
ataque a la membrana dentro del cual
intervienen atracciones electrostaticas

que tienen lugar entre las regiones del



péptido con carga positiva y los
componentes de la membrana que
presentan cargas negativas debido a la
presencia de grupos fosfatos, lo que
sugiere que el péptido podria ser usado
potencialmente en combinacion con
antibidticos para aumentar tanto su

efectividad como su selectividad.
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