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RESUMEN

TITULO: DISENO DE PEPTIDOS CON ACTIVIDAD INHIBITORIA SOBRE
PROTEINAS RAS USANDO ALGORITMOS DE EVOLUCION MOLECULAR1

AUTOR: Sergio Andres Pinto Rubio2

PALABRAS CLAVE: Proteinas Ras, Péptidos anticancerigenos, Péptidos
antitumorales, Algoritmos evolutivos, RMSD.

DESCRIPCION:

El cancer es una enfermedad de gran relevancia en el siglo XXI. Ademas, esta
patologia es conocida por tener una de las tasas mas altas de mortalidad en todo
el mundo. Se conocen alrededor de 200 tipos diferentes de esta patologia; por
esta razon, se han adelantado muchas investigaciones para intentar hallar nuevos
farmacos que logren frenar esta enfermedad. Gracias a estos estudios, han
surgido nuevas areas de investigacion, como las técnicas de biologia
computacional. En este marco, se han usado diversos biomarcadores proteicos,
como blanco para el disefio de moléculas anticancerigenas. En este trabajo, se
lleva a cabo el disefio in silico de péptidos con actividad inhibitoria sobre proteinas
Ras, las cuales son las proteinas capaces de controlar fenébmenos como el
crecimiento celular, la diferenciacion y la apoptosis, y que también actian como
interruptores en la proliferacion celular. Ademas, estas proteinas son causantes de
aproximadamente 20% a 30% de los diferentes tipos de cancer. Para resolver este
problema, se seleccionaron diferentes péptidos de la base de datos de péptidos
antimicrobianos (APD) con actividad anticancerigena. Luego, por medio de
técnicas de alineamiento de secuencias, se determind los dominios conservados
de los péptidos, los cuales se usaron para el disefio de los péptidos
anticancerigenos con actividad inhibitoria sobre las proteinas Ras. Finalmente, se
obtuvo por medio de algoritmos evolutivos, nuevos y mejores péptidos, los cuales
fueron evaluados en su capacidad de unidon a proteinas Ras por medio de la
técnica de docking molecular semiflexible.

! Trabajo de grado
? Facultad de Ingenierias Fisicomecanicas. Escuela de Ingenieria de Sistemas e informatica.
Director: Ph.D Henry Arguello Fuentes. Tutor: Ph.D. Rodrigo Gonzalo Torres Saez
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ABSTRACT

TITLE: IN SILICO DESIGN OF PEPTIDES WITH INHIBITORY ACTIVITY ON RAS
PROTEINS USING MOLECULAR EVOLUTIONARY ALGORITHMS1

AUTHOR: Sergio Andres Pinto Rubio2

KET WORDS: Ras proteins, anticancer peptides, antitumor peptides, evolutionary
algorithms, RMSD

DESCRIPTION:

Cancer is a disease with great relevance in the 21st century. Moreover, this
pathology is known for having one of the most high mortality rates thorough the
world. Around 200 different types of this pathology are known; for this reason,
several investigations have been performed in order to find new pharmaceuticals
that achieve to stop this disease. Thanks to these studies, new research areas
such as computational biology techniques have appeared. In this context, several
protein biomarkers have been used as target for design of anticancer molecules. In
this work, we carried out in silico design of peptides with inhibitory activity on Ras
proteins, which are proteins able to control phenomena as cell growth,
differentiation and apoptosis, and that also act as switches on cell proliferation.
Moreover, these proteins are causing of approximately from 20% to 30% of
different types of cancer. In order to resolve this problem, we selected different
peptides from antimicrobial peptide database (APD) with anticancer activity. Then,
through sequence alignment, we determined conserved domains of the peptides,
which were used for design of anticancer peptides with inhibitory activity on Ras
proteins. Finally, by means of evolutionary algorithms, new and better peptides
were obtained, which were evaluated in both their ability to bind Ras proteins
through the semiflexible molecular docking technique.

' Bachelor thesis
2 Faculty of Physical-Mechanical Engineering. School of Systems and Computing Engineering.
Director: Ph.D Henry Arguello Fuentes. Advisor: Ph.D. Rodrigo Gonzalo Torres Saez
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INTRODUCCION

Actualmente, una de las mayores causas de muerte en el mundo es el cancer,
siendo considerada esta patologia como la enfermedad del siglo XXI. Se conocen
méas de 200 tipos diferentes de céancer, siendo los mas conocidos: céncer
pulmonar, géastrico, hepético, colorrectal, mamario y cervicouterino, entre otros [1].
En 2008, se reportaron cerca de 7.8 millones de muertes en el mundo, de las
cuales un 13% correspondieron a canceres, estimandose que para el 2030 se
producira un aumento a 13.1 millones o mas [2]. A pesar de los incontables
avances que se han obtenido en el conocimiento del cancer y en los tratamientos
para combatir esta enfermedad, hoy en dia el cancer sigue siendo uno de los
mayores retos a superar para las ciencias biomédicas.

El cancer es producto de la proliferacion o multiplicaciéon sin control de las células,
con la capacidad de afectar a tejidos cercanos y distantes del sitio donde se
produce el tumor [2]. Esta situacion acarrea alteraciones en la fisiologia celular, lo
cual genera un crecimiento descontrolado de las células por: autoabastecimiento
de sefales de crecimiento celular, insensibilidad a los factores inhibitorios del
crecimiento, evasion de la apoptosis (muerte celular programada) y potencial de
replicacion ilimitado [3].

Actualmente, existen diferentes tipos de proteinas que son capaces de combatir el
cancer, como es el caso de la proteina SIRT1, conocida como proteina de la
longevidad, la cual tiene efectos anticancerigenos, segin un estudio publicado
recientemente por la Universidad Rockefeller [4]. Uno de los problemas que
aumenta el riesgo de céncer es la inflamacién celular; uno de los biomarcadores
de inflamacién es la Proteina C reactiva (PCR), esta proteina aumenta sus niveles
en el plasma sanguineo como respuesta a una inflamacién. Es por ello, que se
dice que la Proteina C reactiva es una proteina de fase aguda. El papel de la
inflamacion en el cancer, no es bien conocido. Algunos organos del cuerpo
muestran un mayor riesgo de cancer cuando estan inflamados de forma cronica, lo
cual afecta la comunicacion celular y la sefalizacion entre ellas.

Una de las proteinas mas importantes en el proceso de sefalizacion celular son
las proteinas G- regulatorias. Estas proteinas poseen un papel importante en la
trasmision de sefales de las células eucariotas, es decir, las células que tienen su
informacion genética encerrada dentro de una doble membrana, siendo las
proteinas Ras un tipo de proteina G monomérica. Dentro de la familia de las
proteinas G-regulatorias, se encuentran las proteinas Ras. Las proteinas Ras son
un conjunto de proteinas reguladoras con capacidad de controlar fenémenos tales
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como el crecimiento celular, la diferenciacién y la apoptosis, y funcionan como
interruptores moleculares encendiéndose cuando estan fosforilados (Ras-GTP) y
apagandose al desfosforilarse (Ras-GDP) (ver figura 1). Esta trasformacion entre
las dos formas produce cambios conformacionales de dos regiones flexibles
llamadas interruptor I, e interruptor Il, las cuales pueden por efectos de mutaciones
causar que el mecanismo se quede en la posicion "encendido", activando de
forma continua la proliferacion celular [5]. Por esta razén se requiere del disefio de
nuevos farmacos, que permitan controlar la regulaciéon de las proteinas Ras,
especialmente en aquellos tejidos, cuyas células aumentan de forma
descontrolada su proliferacion celular, lo cual puede generar alteraciones celulares
como tumores, carcinomas, etc. Una de estas alternativas es el uso de péptidos
con actividad inhibitoria sobre proteinas Ras. Para ello es necesario disefiar estos
péptidos mediante técnicas de biologia computacional. En este sentido, el uso de
algoritmos de evolucion molecular permitiria obtener péptidos homélogos con
posible actividad inhibitoria de proteinas Ras. Estos péptidos se generarian
mediante recombinacion y seleccion de nuevas secuencias, con el objeto de
buscar un nuevo péptido inhibidor. Finalmente, el disefio de estos péptidos
permitiria tener nuevas alternativas terapéuticas contra el cancer.

Figura 1. 1zq. Proteina Ras con GTP analog, Der. Ras con GDP, ambas en su
esctructura secundaria.

JSmol
Fuente: Pai, E. F., Krengel, U., Petsko, G. A., Goody, R. S., Kabsch, W., &
Wittinghofer, A. (1990). Refined crystal structure of the triphosphate conformation
of H-ras p21 at 1.35 A resolution: implications for the mechanism of GTP
hydrolysis. The EMBO Journal, 9(8), 2351-2359.
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1. MARCO DE REFERENCIA

1.1 DISENO DE FARMACOS IN SILICO
El disefio de farmacos es un proceso ineficiente y costoso. Estos deben pasar por
una serie de eventos:

Estudiar a fondo la enfermedad para poder identificar y validar el blanco (Target en
inglés) (duracion de 2 a 5 afios).

Busqueda del compuesto efectivo contra el blanco, (duracion de 2 a 5 afios).
Realizacion de procesos como la formulacion y el escalado para llegar a las
pruebas clinicas en humanos (duracion de 2 a 10 afios).

Aprobacion de la FDA (Food and Drug Administration) (duracion de 2 a 3 afios).

En resumen, un farmaco demora de 8 a 23 afios y su valor oscila entre 108 — 109
Doélares [6]. Por otro lado, se encuentra el disefio de farmaco in silico, in vitro, in
situ, in vivo, que son mas eficientes y menos costosos.

En este estudio, se uso el disefio de farmacos in silico, el cual se realiza por medio
de programas computacionales, que permiten visualizar la estructura de la
macromolécula previamente registrada en bases de datos publicas, y obtenidas
por medio de difraccién de rayos X o la espectroscopia de RMN, como es el caso
del Protein Data Bank (PDB) [7]. Todo esto con el fin de hacer diferentes calculos
y predicciones de afinidad entre el farmaco y el sitio de unién de la proteina.
Existen distintas técnicas computaciones, como lo son el docking molecular
semiflexible, el disefio de novo o el cribado virtual de alta eficacia, que son
utilizados con el objetivo de optimizar moléculas candidatas a farmacos [8].

El mayor numero de aplicaciones exitosas disefiadas por ordenador, han sido las
relacionadas en el campo del tratamiento del sindrome de la inmunodeficiencia
adquirida (SIDA). Otras aplicaciones, se extienden a enfermedades como el
cancer, la enfermedad de alzheimer, la hipertension y la artritis, entre muchas
otras. Un ejemplo de compuesto disefiado en ordenador, es el Relenza, utilizado
en el tratamiento contra el virus de la influenza (el causante de la gripe), el cual se
aprobo con el nombre de Zanamivir [6].
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1.2 PEPTIDOS

Los péptidos, estan conformados por aminoacidos unidos entre si, mediante
enlaces covalentes, los cuales presentan en sus extremos grupos amino y
carboxilo libres, con un tamafio inferior a 30-50 aminoéacidos. El origen de los
péptidos es en su mayoria ribosomal, y también se encuentran los no ribosomales,
los cuales son el resultado de rutas metabdlicas simples, que cumplen con
diferentes funciones biolégicas, inmunoldgicas, estructurales, hormonales, de
defensa, entre otras. Por otro lado, se han desarrollado péptidos de origen
sintético, que por lo general suelen ser cortos, ciclicos y con residuos modificados,
como D- aminoacidos o aminoacidos no naturales [9].

La estructura de los aminoacidos se conforma por un carbono a, al que estan
unidos: un grupo carboxilo, el grupo amino, un atomo de hidrogeno y una cadena
lateral que diferencia a cada aminoacido de los demas por su alta diversidad (ver
figura 2 y figura 3). Por poseer un carbono a, los aminoacidos poseen una imagen
especular y por ende un isémero 6ptico, por lo cual los aminoacidos pueden ser L
o D, dependiendo de la disposicion espacial de los cuatro constituyentes. La
mayoria de los aminoacidos naturales son de tipo L.

Los aminoacidos estan divididos principalmente en dos grupos, polares y no
polares, basados en caracteristicas fisicoquimicas de las cadenas laterales.

Los aminod&cidos polares se dividen en: Alifaticos (glicina, alanina, valina, leucina,
isoleucina, prolina y metionina) y aromaticos (fenilalanina, tirosina, triptéfano). Los
aminoacidos no polares se dividen en: Neutros (serina, treonina, cisteina,
asparagina, glutamina) y cargados, estos a su vez pueden ser acidos (acido
glutamico y acido aspartico) o béasicos (lisina, asparagina e histidina) [10].

En cuanto a su disposicidon espacial, los péptidos pueden adquirir varias
conformaciones dependiendo de su secuencia. Las dos disposiciones mas
frecuentes en cuanto a la estructura secundaria son las hélices a y las laminas .
Las hélices se forman cuando el péptido se enrolla sobre si mismo, mediante
puentes de hidrogeno entre el grupo CO del enlace peptidico del primer residuo y
el grupo NH del enlace peptidico del cuarto residuo, de esta manera, las hélices a
completan una vuelta alrededor de su eje cada 3,6 aminoacidos. Por otra parte,
las laminas 3 estan conformadas por dos o mas hebras B, que se encuentran una
junto a la otra, mediante enlaces de hidrogeno entre los grupos CO y NH,
formando una estructura estable. Ademas de estas dos conformaciones, también
se presentan con menor frecuencia giros o bucles [11].
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Figura 2. La estructura general de un alfa-amino4cido se establece por la
presencia de un carbono central (alfa) unido a un grupo carboxilo (rojo en la
figura), un grupo amino (verde), un hidrégeno (en negro) y la cadena lateral (azul).

H H 0
\_ 7
H/ ‘ -\of’"H

amino acido carboxilico

Fuente: General strcuture of aminoacids - AA-structure-es, [en linea], Wikimedia,
Basquetteur, 3 April 2014, [citado 15 de Mayo de 2015], Disponible en:
https://commons.wikimedia.org/wiki/File:General_strcuture_of _aminoacids_-_ AA-

structure-es.png

Figura 3. Insulina PDB (péptido), en su estructura secundaria.

Fuente: Hua, Q. X. . G. S.N..C. R. E. . H. J. A . F. B. H. . W. M. A. (1995).
Structure of a protein in a kinetic trap. Nat.Struct.Biol., 2, 129-138. doi:7749917

1.2.1 Péptidos antimicrobianos — PAM’s Los péptidos antimicrobianos o PAMs
son parte esencial del sistema inmune de las bacterias, hongos, plantas, insectos
y vertebrados, y para los invertebrados su principal defensa es la inmunologia
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innata. Estos péptidos se encuentran en casi todos los seres vivos, desde los
procariotas, como las bacterianas, y los eucariotas, como: mamiferos, anfibios,
insectos y plantas. Siendo estos dos ultimos quienes aportan cerca del 85% de los
péptidos actualmente conocidos, los cuales son sintetizados a bajo costo
metabdlico y pueden almacenarse en grandes cantidades en caso de una
infeccion [7].

Estos péptidos conforman una familia de sustancias polifacéticas con complejos
mecanismos de accidn que se relacionan en la interaccion con el patégeno a
través de su membrana, afectando blancos internos, e interactuando con el
huésped con funciones inmunomoduladoras de la regulacion del proceso
inflamatorio y de la cicatrizacion.

1.2.2 Clasificacion Actualmente, existe una gran cantidad de clasificaciones
debido a la variabilidad de los mismos. Algunos tienen en cuenta el organismo
productor, su estructura, funcion, célula blanco, mecanismos de accién, entre
otros. Algunas de las calificaciones mas comunes son:

1.2.2.2 Segun su estructura Dependiendo de la secuencia de aminoacidos, los
PAMs, pueden adoptar diferentes estructuras secundarias o terciarias, las mas
comunes son las hélices a y laminas B; los demas péptidos pueden adquirir
conformaciones ciclicas, globulares o irregulares (ver figura 4 y figura 5).

Figura 4. Clasificacion de péptidos segun su estructura.

ESTRUCTURA NUMERO DE PEPTIDOS PORCENTAJE
Hélice 358 13,85%
Estructura Beta 102 3,94%
Hélice y Beta desempaguetados 3 0,11%
Combiancion Hélice y Beta empaquetados 96 3,71%
Sin estructura Hélice o Beta 9 0,34%
Rica en AA inusual 88 3,40%
Puente de disulfuro (No 30) 402 15,56%
Mo desconoce estructura 3D 1510 58,45%

Fuente: Wang, G., Li, X. and Wang, Z. (2009) APD2: the updated antimicrobial
peptide database and its application in peptide design. Nucleic Acids Research 37,
D933-D937.
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Figura 5. Diversidad estructural de péptidos antimicrobianos.
A. Frog aurein 1.2 B. Fish pardaxin 4 C. Human cathelicidin LL-37 D. Frog distinctin in water

al a2 1 mm
AW S St

E. Worm caenopore 5 F. Bovine lactoferrin B G. Human alpha defensin 1 (HNP1) H. Human beta defensin 1

(hBD-1)
1
p B p3 alq
/ 3
§ A" <
81 1* 2 [52
I. Lasso: BI-32169  J. Plant kalata B1 K. Rhesus theta defensin 1 (RTD-1) L. Bovine indolicidin
. ) ci2 CM  Ct8
5
' APD2003-2013

Fuente: Wang, G.* (2013) Database-guided discovery of potent peptides to combat
HIV-1 or superbugs. Pharmaceuticals 6, 728-758

e Hélices a La mayoria de los PAMs estan dentro de este grupo. Estos
péptidos en fase acuosa no adquieren esta conformacion, pero cuando
entran en contacto con las membranas celulares blanco, forman la hélice a
para interactuar insertandose o dafiando la membrana [12].

e Laminas B Por lo general tienen un peso entre 2 y 8 kDa, y estan
conformados por cadenas dispuestas en forma antiparalela unidas por uno
o varios puentes disulfuro, que permiten formar una estructura estable
importante en su actividad antimicrobiana. Esta conformacion puede
presentarse en solucién acuosa, pero cuando interactian con los lipidos de
la membrana blanco presentan una mejor estabilidad [13].
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e Otras conformaciones Entre estas los PAMs, conformados por bucles, que
por lo general son ricos en prolina y arginina, por ende no forman
estructuras anfipaticas [14]. Otros péptidos que recientemente estan siendo
estudiados, son los que adquieren una conformacion ciclica, esta es una
estrategia que permite el mejoramiento de la actividad de algunos PAMs,
mediante la union de forma covalente del extremo amida con el extremo
carboxilo terminal, formando asi una estructura mas estable que la lineal,
brindando resistencia a proteasas, mayor selectividad y especificidad [15].

1.2.2.2 Segun actividad biologica Aunque los PAMs estan catalogados con
actividad antimicrobiana, sus funciones no estan limitadas solo en este ambito,
también pueden tener otros espectros de actividad, asi se pueden catalogar y
dividir en péptidos con actividades antibacterianas, antifungicas, antivirales,
antitumorales, antiparasitarias, espermicidas e insecticidas [16]. La especificidad
de los PAMs frente a diferentes blancos celulares, radica principalmente en las
diferencias de conformacién de la membrana en cada tipo de célula. Se han
descrito gran cantidad de péptidos que tienen selectividad frente a determinadas
células y también PAMs con amplio espectro, que actian sobre muchos tipos de
células [14].

La clasificacion es dependiente de varios factores: organismo productor,
estructura, funcion, célula blanco, mecanismos de accion, etc. (ver figura 6). Los
péptidos antimicrobianos presentan una clasificacion definida por factores como: la
carga, anfipaticidad, hidrofobicidad y la tendencia estructural del péptido. En esta
clasificacion se encuentran péptidos con actividad: Antibacteriana, Antifangica,
Antiviral, Antitumoral, Antiparasitaria, Espermicida, Insecticida y Hemolitica [17].
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Figura 6. Clasificacion de péptidos segun actividad biolégica.

ACTIVIDAD BIOLOGICA NUMERO DE PEPTIDOS | PORCENTAJE
Péptidos Antibacteriales 2133 82,57%
Péptidos Antivirales 170 6,58%
Péptidos Antifungicos 939 36,35%
Péptidos Antiprotozoarios 4 0,15%
Péptidos Antibiopelicula 15 0,58%
Péptidos Antiparasitarios 80 3,09%
Péptidos Insecticidas 27 1,04%
Péptidos Espermicidas 11 0,42%
Péptidos Anti-VIH 105 4,06%
Peptidos Anticancerigenos 183 7,08%
Péptidos Quimioticticos 33 2,05%
Péptidos Cicatrizantes 10 0,38%
Peptidos Antioxidantes 19 0,73%
Péptidos Inhibitorios de encima/proteaza 12 0,46%

Fuente: Wang, G., Li, X. and Wang, Z. (2009) APD2: the updated antimicrobial
peptide database and its application in peptide design. Nucleic Acids Research 37,
D933-D937.

Péptidos anticancerigenos / antitumorales Los aminoacidos son
compuestos organicos, que dan lugar a péptidos y proteinas segun el
namero de aminoacidos que lo conformen. Si estdn conformados por 2 a 10
aminoacidos se conocen como oligopéptidos, mas de 10 y hasta 100
aminoacidos como polipéptidos, y por encima de 100 amino&cidos se
constituyen como proteinas. Tanto las proteinas como los péptidos estan
conformados de aminoacidos; estos son esenciales para el ser humano,
pues cumplen con funciones primordiales como es el trasporte de oxigeno
en la sangre, algo tan elemental para la vida [8].

Por otro lado, también se encuentran los péptidos con actividad
anticancerigena o antitumoral, cuya funcién basicamente es el combatir las
células por medio de la creacion de anticuerpos, estos péptidos se
encuentran en el repositorio de la APD [11] [10].
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1.3 DISENO DE PEPTIDOS

Teniendo como base los péptidos naturales, de los cuales se conoce su funcion y
estructura, se realizan diferentes variaciones que dan surgimiento a un nuevo
péptido diferente al original, el cual fortalece y complementa falencias de los
péptidos naturales. Por otro lado, se encuentra el disefio de novo basado en las
propiedades individuales de los aminoécidos, el cual busca moléculas mas activas
y menos citotdxicas [18].

El disefio de péptidos se basa en cuatro diferentes enfoques:

La modificacion de la secuencia original de péptidos naturales, eliminando,
remplazando o adicionando algunos residuos; bloqueando ya sea el extremo
amino o carboxilo terminal o ensamblando secuencias de diferentes péptidos
naturales.

El disefio de péptidos “de novo”, teniendo en cuenta los residuos que favorezcan
la formacién de hélices a, tales como lisina o arginina como residuos basicos y
alanina, leucina, isoleucina, fenilalanina o triptéfano como residuos neutros para
brindar hidrofobicidad a la molécula; con esta estrategia se obtienen péptidos muy
potentes, pero se ignora el proceso de evolucién natural por lo que se puede
presentar alta toxicidad.

La utilizacion de librerias combinatorias, tanto de péptidos naturales como de
péptidos sintéticos se obtienen moléculas con alta actividad.

El disefio de péptidos basados en secuencias de amplias colecciones de péptidos
naturales, que sefialen la distribucion de diferentes residuos, e influyan en la
variacion de las condiciones fisicoquimicas, y puedan ser correlacionadas con la
especificidad y la potencia; esta estrategia es muy Util ya que tiene en cuenta la
evolucion, y disminuye la cantidad de péptidos que se deben sintetizar para ser
evaluados [18].

La longitud del péptido es variable y depende de la aplicacion en la que se utilizan.
Por ejemplo, los péptidos de 10-20 aminoacidos de longitud son ideales para la
preparacion de anticuerpos, mientras que los péptidos utilizados para estudios de
estructura / funcion pueden ser de longitud variable.

1.4 ALINEAMIENTO DE MULTIPLES SECUENCIAS
El alineamiento multiple de secuencias, es un método que ayuda a determinar si
una secuencia de proteinas o péptidos esta relacionada con otra, de esta forma,
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permite saber si evolucionaron desde un ancestro en comdn o si tiene funciones
en comun. Para comparar es necesario 2 secuencias 0 mas, generalmente de
proteinas o péptidos con alguna relacion evolutiva, es decir, que compartan algin
ancestro biolégico o linaje, en la figura 7, se observan 2 secuencias las cuales
pueden alinearse.

Figura 7. Secuencias previas al alineamiento, se subraya el fragmento de la
secuencia donde es posible alinear.

Secuencia #1: MALCEDNNAVAVSFLRSFSEEQILVKYVGDG

LI I
Secuencia #2: HKSFEDNNAVAVSVSSEFFALLEQILVKDG

I \

INICIO FIN

Sec=1:

Sec=2:

Existen diferentes tipos de alineamientos, dependiendo del nimero de secuencias
o de su region:

1.4.1 Pareado En este método solo se realiza alineacion a dos secuencias como

se observa a continuacion (ver figura 8).

Figura 8. Alineamiento pareado, para 2 secuencias.

SecEl:

SecEl:

1.4.2 Mdltiple Este método es el mas comun ya que se aplica para mas de dos
secuencias (ver figura 9).
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Figura 9. Alineamiento multiple, para 4 secuencias.

SecEl: b
- E
SecE3

Sec=4 R

Por otro lado, se encuentra el alineamiento local [19] y el global [20], los cuales
son dependientes de la regién a alinear. Todas estas técnicas son basadas en
matrices de castigo o penalidad (ver figura 10), con el fin de hallar la mayor
afinidad posible en el emparejamiento entre las secuencias, por tanto, la ruta con
mayor puntuacion seria el mejor emparejamiento. También se debe destacar que
puede existir mas de un emparejamiento viable.

Figura 10. Matriz de castigos para la secuencia ACGT-.

iy C G |T |-
A5 -1 [2 [-1]=
cl-1 |5 [3 2]+
cl2 [3 (5 [2]=
T|-1 [2 [2]5 [
I -4 22 1=

Por medio de estas técnicas se logra establecer el arbol filogenético de estas
secuencias, pero también la region conservada del conjunto de secuencias
inicialmente ingresadas (ver figura 11); esta técnica de alineamiento se realizaba
de forma manual, lo cual tomaba mucho tiempo, por tal motivo actualmente se
realiza con tiempo computacional, usando técnicas de programacion dinamica
para identificar un alineamiento globalmente 6ptimo. [21].
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Figura 11. Alineamiento y region conservada en Jalview.

ann Jalview 2.6
Aanm MAFFT Multiple Seq Alignment of Retrieved from Uniprot
File Edit Select View Format Colour Calculate Web Service

Original | Phosporylation Site Predictions = MAFFT Alignment Ordering - »

FERI_ARATH/ 1= 148
FERI_MAITE/1- 150
FERI_MESCR/1-148
FERI_PEAS1-149
FERI_SOLLE/ - 144
FERI_SPIOL/I- 147
FERDZ_ARATH/1- 148
FER_RAPSA/1- 96
FER_BRAMA I - 96
FER_CAPAAS1-97
FER_CAPANS1-144
QIITE0 ARATH/ 1-118

rnm..v;..onl I l ‘ I . ]
: (-

Guality

Conse il

KVELITPECEQEFECPDDVY ILDAAEEAGCIDLPY SCRAGSCSSCACKEYVYSLSVDOQSE

[Eequence B 1D: FER3_RAPSA Residue: ILE (33)

Fuente: Clamp, M., Cuff, J., Searle, S. M., & Barton, G. J. (2004). The jalview java
alignment editor. Bioinformatics, 20(3), 426-427.

1.5 ALGORITMO EVOLUTIVO

El algoritmo evolutivo es una técnica computacional que actualmente es utilizada
en el campo de la bioinformética. Esta técnica parte de la teoria de evolucién
propuesta por Charles Darwin, y desarrollada por John H. Holland en 1975, cuya
motivacion fue proponer un modelo general de proceso adaptable en el campo de
la computacion. Estos algoritmos son métodos de optimizacion y busqueda de
soluciones, basados en los postulados de la evolucion bioldgica. En ellos se
mantiene un conjunto de entidades que representan posibles soluciones, las
cuales se mezclan y compiten entre si, de tal manera que las mas aptas son
capaces de prevalecer a lo largo del tiempo, evolucionando hacia mejores
soluciones cada vez. De alli surgen los algoritmos evolutivos, con el fin de
solucionar problemas no lineales [22], estos algoritmos son una rama de la
inteligencia artificial los cuales basicamente presentan las siguientes
caracteristicas: (ver figura 12)
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Figura 12. Esquema general del algoritmo evolutivo en diagrama de flujo.

Cr

SELECION

POBLACION PADRES
F

RECOMBINACION

( N %

MUTACION

HIOS

Poblacion inicial: es determinada por un grupo de individuos con un tamafio
especifico, para este caso el grupo de péptidos con actividad anticancerigena /
antitumoral.

Probabilidad de reproduccién: una vez seleccionados los padres (para este caso
péptidos) pueden reproducirse entre ellos, para dar lugar a una nueva poblacién
de individuos (hijos), o por el contrario, puede no reproducirse y pasar a la
siguiente generacion, un ejemplo de reproduccién es: (ver figura 13).
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Figura 13. Ejemplo de reproduccién (recombinacion).
REPRODUCCION

0 1 2 3
PADRE A C T G

PADRE L L L E

HUO A C L [E
HUO L L [T

Probabilidad de mutacién: la cual otorga un nivel de diversidad a la poblacion en
cada generacion, en caso de una mutacion se modificara uno de los aminoacidos
de forma aleatoria por alguno de los otros 19 restantes, un ejemplo: (ver figura 14).

Figura 14. Ejemplo de mutacion.
MUTACION

Funcion de aptitud: clasifica la poblacién segun el criterio y patrones definidos en
esta, de forma cuantitativa. En este caso es diferida por una maquina de soporte
vectorial.

Generacion: representa la linea de sucesion de la poblacion, la cual puede llegar a
ser un criterio de parada.

Enfoque elitista: consiste en conservar en cada una de las generaciones al mejor

individuo, con la finalidad de ver como evoluciona o se llega al estancamiento con
el paso de las generaciones, como se observa en la figura 15.
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Figura 15. Comparacién de la funcién de aptitud vs. tiempo.

PUNTIACION

TIEMPO

Otros Criterios: el tipo de cruce usado, es cruce en un punto, con la finalidad de no
alterar el dominio conservado de las secuencias.

Esta técnica es usada para realizar busquedas aleatorias, dentro de un espacio de
soluciones mucho mayor, representando las posibles soluciones, las cuales por
diferentes métodos de seleccidon compiten para dar como resultado los individuos
mas aptos que conformaran las nuevas poblaciones, cabe destacar que existen
otros modelos.

1.6 DOCKING MOLECULAR

El acoplamiento o docking molecular es un método que predice la conformacion
preferida de una molécula, al estar unida a otra, con el fin de formar un complejo
estable. Esta técnica es usada para predecir la orientacion del enlace de una
molécula pequefa, que sera candidata a farmaco (Diana), con la proteina donde
ejerceran su accion (Receptor), con lo que se podra predecir la afinidad y la
actividad de la molécula pequeia (ver figura 16).

Figura 16. Acoplamiento molecular (docking), de verde: el receptor y de rojo: el

G o &

Fuente: Docking (molecular), [en linea], Wikimedia, ArvindRamanathan, 6 April
2013, [citado 15 de Mayo de 2015], Disponible en:
es.pnghttps://en.wikipedia.org/wiki/Docking_(molecular)#/media/File:Docking.png
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El docking molecular tiene tres enfoques que son: rigido, semiflexible, y flexible
[23].

El rigido, se basa en tener tanto el receptor como el ligando rigidos en su
estructura quimica, lo cual limita el problema. Para el caso del semiflexible, se
define el receptor rigido, pero el ligando flexible, lo cual permite que su estructura
pueda rotar de acuerdo con los enlaces rotables que posea (para los péptidos esta
definido por la cantidad de carbonos alfa). Por ultimo, el flexible, donde el receptor
como el ligando tiene la posibilidad de rotar su estructura, esto se vuelve mas
completo y costoso computacionalmente, aunque esto puede reducirse si se
conoce el sitio activo, de modo contrario seria un docking ciego o global. Para este
caso se uso docking molecular semiflexible.

Si se considera la union no covalente entre el receptor (E) y una diana (D) la
ecuacion de esa union es:

E+D < ED.

Se define una constante de unién K, como:

La energia libre de union AG, se puede calcular con la reaccion.
AGb = RTanb

Donde R es la constante de los gases ideales (8.31 ﬁ )y T es la temperatura

absoluta en K. Cuando el valor de la energia libre de la unién se hace menor,
aumenta la fuerza de union D-E.

AG, >0 Proceso no espontaneo, K, pequefa.
AG, <0 Proceso espontaneo, K, grande.

El diseiio de drogas basado en la estructura, tiene ventajas como lo es: ahorro de
tiempo y dinero para la creacion de las nuevas dianas. Cada dia el protein data
bank (PDB), incrementa el numero de receptores, cuyas estructuras son
determinadas mediante difraccion de rayos x, las cuales pueden ser usadas en
diferente software, para realizar el docking molecular. En este caso se usara el
programa Autodock por considerarse el mas preciso [16].
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La funcion de puntuacion que se trabaja con el programa Autodock vina es:

¢= thitj (rij)'

i>j

Donde la sumatoria es el par de atomos que se pueden mover relativamente a otra
molécula. Cada atomo de i esta asignado a un tipo t; y se define un set de
funciones de interaccion f;;.; de una distancia interatomica r;;, el valor de ¢ puede
verse como la suma de la contribucion intramolecular e intermolecular [23].

C = Cinter + Cintra- [Kcal/mol].

El algoritmo del programa Autodock vina trata de encontrar el menor valor de c. La
energia libre de la union se calcula a partir de la conformacién con el menor valor
de puntuacion, se representa como:

S1 = g(c1 — Cintra1) = 9(Cinter1)-

Donde g puede ser una funcién arbitraria (posiblemente no lineal). En la salida del
programa, las otras conformaciones se calculan teniendo en cuenta el Cj,:rqdel
mejor modo de union:

S = g(ci - Cintra)-

Las funciones de interaccion f;;; son definidas relativas a la distancia de la
superficie teniendo en cuenta los radios de Van der Walls R;:

dij = Ti]' — Rti — Rt]-'
ffitj(ri]') = htlt](dl])

La funcion de puntuacion h toma en cuenta los factores: estericos, hidrofébicos y
puentes de hidrégeno. Para comprobar la exactitud de las predicciones de la
estructura experimental, se emplea una medida de las distancias entre las
estructuras experimentales y predichas que tienen en cuenta la simetria y simetria
parcial, se denomina RMSD (desviacion de la media cuadratica), para las
estructuras a y b de una molecular idéntica, RMSD se define como:

RMSD,, = max( RMSD',, RMSD',,).
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Donde,

RMSD'ab = ’% Yimin7;;%.

Y la sumatoria es: todos los N atomos pesados en la estructura a, el minimo es:
todos los atomos de la estructura b con el mismo tipo de atomo i en la estructura
a.

Tanto la energia C [kcal/mol], como la distancia RMSD [A] son imprescindibles
para la comprobacion del comportamiento de ligando como el receptor, por esa
razén este método tiene un papel muy importante en el disefio racional de
farmacos. Dada la importancia biolégica y farmacéutica, se han hecho grandes
esfuerzos buscando mejorar el método usado para predecir el acoplamiento
molecular [24].
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Debido al alto crecimiento de casos de cancer, se busca con urgencia diferente
soluciones a esta problematica.

Por tal motivo este trabajo se baso6 en la proteina Ras que es la causante de la
proliferacion celular descontrolada, buscando nuevos péptidos con actividad
inhibitoria sobre esta proteina, partiendo de los péptidos ya conocidos y realizando
recombinaciones con el fin de potenciar la actividad de inhibicién, visto de otra
manera.

Partiendo de:

e EXxiste un espacio de soluciones “A”.

e Se conoce inicialmente un subconjunto “B”.

e Se quiere llegar a un subconjunto “C”.

¢ Donde “C” de forma cuantitativa es superior a “B”.

Figura 17. Planteamiento del problema.

ESPACIO DE SOLUCIONES "A"

SUBCONJUNTO
g

Donde:

e “A” Es el espacio de todas las posibles soluciones de péptidos con actividad
inhibitoria sobre la proteina Ras.
e “B” Es el subconjunto inicial de péptidos extraido de la base de datos del
APD.
e “C” Es el subconjunto final de péptido con mejor afinidad a la inhibicién
antes la proteina Ras.
El problema a resolver:
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Partiendo del subconjunto de péptidos “B” se debe llegar al subconjunto de
péptidos “C” (ver figura 17).
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3. PROCEDIMIENTO

3.1 CONJUNTO DE DATOS INICIALES

Para la finalidad de este trabajo, el conjunto de datos con el cual se trabaj6 esta
representado por secuencias de péptidos, las cuales son cadenas de texto
formadas por aminoacidos, cuya actividad debe estar previamente definida y
comprobada cientificamente como anticancerigenas o antitumorales. Para ello se
acudio a la base de datos en linea APD [9] [10], donde se encuentra una base de
péptidos clasificados por su actividad.

En este repositorio se encontraron 166 secuencias de péptidos con actividad
anticancerigena (consulta realizada el 2 septiembre de 2014), las cuales son el
conjunto de datos iniciales. Se debe tener en cuenta que el numero de estos
péptidos puede ir aumentando dia a dia.

Estos datos se deben trasformar a formato fasta (formato de fichero informatico
basado en texto, utilizado para representar secuencias de acidos nucleicos y
péptidos. Donde los pares de bases o los aminoacidos se representan usando
cbdigos de una Unica letra), como se aprecia a continuacion:

>Nombre_de_la_Secuencia no son validos caracteres especiales
Secuencia

EJEMPLO:

>AP01809
GIPCGESCVFIPCISSVIGCSCSSKVCYRN

3.2 ALINEAMIENTO DE DATOS

Por medio de la herramienta en linea ClustalW2 [25] del instituto europeo de
bioinforméatica, se realiz6 el alineamiento de las secuencias de péptidos, las cuales
deben estar previamente en formato fasta. Una vez alineadas las secuencias de
péptidos, se pasO a verificar el arbol filogenético, que se obtuvo de la misma
herramienta con la finalidad de verificar la diversidad de péptidos para poder
realizar recombinacion o cruce en los pasos siguientes. Verificado el arbol
filogenético, se procedio a identificar la region conservada.
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Existe otra version de Clustal denominada ClustalX la cual es usada de forma local
para Unix/Linux, Mac Os y Windows, por el hecho de hacer uso solo una vez del
procedimiento para este caso se utilizé ClustalWw.

3.3 REGION CONSERVADA

La regién conservada es el segmento del péptido donde se encuentra explicita la
funcién nativa. En este caso, la funcion es de inhibicidn o funcién anticancerigena.
Para identificar la region se hizo uso de la herramienta JALVIEW [26]. De esta, se
extrajo la regidon conservada para realizar el algoritmo molecular evolutivo.

Para poder obtener la region conservada es indispensable realizar el alineamiento
de las secuencias, sin el alineamiento no se puede obtener la region donde reside
la funcion de inhibicion. Luego del alineamiento, se recorto la region la cual posee
una longitud de 11 pares de bases nitrogenadas. Posterior a esto se hizo un
refinamiento de datos donde se eliminaron las secuencias idénticas para evitar
redundancia. Esta lista de secuencias recortadas, alineadas y refinadas,
constituyen la poblacion inicial.

3.4 SISTEMA DE PUNTUACION

El sistema de puntuacion determiné de forma cuantitativa, que tan buena es la
funcion de inhibicion, a mayor puntuacion se considera mas efectiva la actividad
anticancerigena del péptido. Para obtener este puntaje se realizé una consulta
externa a la pagina web del Instituto de la India Anticp (ver figura 18) [27]. Donde
el modelo definido para la identificacion y clasificacion de los péptidos
anticancerigenos es por medio del uso de maquinas de soporte vectorial, capaces
de identificar y evaluar la actividad los péptidos en un intervalo desde -« hasta +.
Siendo lo péptidos cuantitativamente positivos aquellos con actividad
anticancerigena, y los negativos con actividad no anticancerigena.
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Figura 18. Resultado luego de una consulta realizada en el portal web del ANTICP
[27], donde la puntuacion para cada uno de los péptidos es definida por la
maquina de soporte vectorial (SVM Score), y el resultado de la prediccion sobre su
actividad (Prediction).

Query

Peptides

Peptide ID # Peptide Sequence % SVM Score | Prediction #
seqd LTAEHYAAQATS 0.95 Anticp
seql FKRIVQRIKDFLR 0.93 Anticp
seqd GIPCGESCVFIPCISSVIGCSCSSKVCYRN 0.78 Anticp
seqs PGLGFY 0.47 Anticp
seq? GRSGDSDEEL -0.04 Mon-Anticp

W W) 11 (M50 ¥

Fuente: AntiCP:-Designing of Anticancer Peptides, online, Institute of Microbial
Technology, Gajendra P. S. Raghava, 18 Octubre 2013, Cita (20 de Mayo de
2015) Disponible en: http://crdd.osdd.net/raghava/anticp/

Para poder automatizar este procedimiento se realizan peticiones por método
POST desde Python, con el fin de enviar cada una de las generaciones y obtener
el puntaje (SVM Score) para poder clasificar los péptidos.

3.5 ALGORITMO EVOLUTIVO

Tomando como base el algoritmo evolutivo estandar, se realizan distintos ajustes
con la finalidad de optimizar y adaptar el algoritmo a este problema, variando los
siguientes parametros:

El porcentaje de reproduccion definido fue del 80%, ya que con porcentajes
inferiores el numero de interacciones aumenta, lo cual aumenta el tiempo de
convergencia del algoritmo, y con porcentajes mayores la puntuaciéon de los
péptidos en promedio disminuye.

La probabilidad para escoger el punto de corte previo para la reproduccién se

define como: Aleatoria, para poder dar un porcentaje igual en cada uno de las
posiciones de los aminoacidos a recombinar.
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La probabilidad de mutacion fue del 1%, se define un porcentaje bajo para poder
dar diversidad en la poblacion, ya que al definirse un porcentaje alto se encuentra
degeneracion en la poblacion.

El nimero de generaciones del algoritmo fue de 300, al correr 1000, 800 y 600
generaciones, se encuentra un criterio de parada en la evolucién del mejor péptido
sobre las primeras 200 a 250 generaciones.

Cada 100 generaciones se modifica la poblacion, por todos aquellos péptidos cuyo
puntaje sea alto en las 100 generaciones pasadas, de esta forma, el puntaje
general y maximo mejora notablemente.

El tipo de cruce usado fue recombinacion en un punto, con la finalidad de seguir
con la homologia de los péptidos este tipo de cruce es el mas viable.

El enfoque fue elitista, el cual busca mostrar la evolucion del algoritmo y
estancamiento del mismo.

La poblacion inicial fue la regién conservada de los péptidos.
La funcién de aptitud fue definida por medio de una maquina de soporte vectorial,
ubicada en el portal web del ANTICP [27] para la prediccién de la actividad

anticancerigena.

El algoritmo queda de la siguiente forma:

ALGORITMO EVOLUTIVO V8

0: Entrada: Poblacidn inicial de péptidos.
1: Para 300 iteraciones.
2: Si Acumula 100 iteraciones.
Se cambia la poblacién inicial por la poblacion mejorada.
Para cada péptido.
Consultar la puntuaciéon de la generacion en la pagina web del
ANTICP.
Si puntaje es mayor al puntaje del mejor péptido.
Se afiade el péptido a la poblacién mejorada.
Se guarda el puntaje como mejor péptido de la generacion.
Si el puntaje es diferente al mejor.
10: Si la probabilidad de reproduccion se cumple.

a bk ow

36



11: Aleatoriamente se busca una
pareja para el individuo.

12: Aleatoriamente se define el punto de corte.
13: Se realiza la recombinacién (hijos).
14. Los hijos pasan a la siguiente generacion.
15: Si la probabilidad de mutacion se cumple.
16: Muta el individuo (hijo) en

una unica posicion.
17: Sino
18: El individuo pasa a la siguiente generacion.

19: Salida: Nueva generacion.

Al final se obtienen como resultado los péptidos con mejor afinidad a las proteinas
Ras para la inhibicién.

3.6 DOCKING

Luego de obtener los primeros resultados del algoritmo evolutivo se observo una
posible mejora en la funcion de inhibicion de los péptidos, pero para corroborar
estos resultados se hizo uso del docking molecular semiflexible con la finalidad de
demostrar un mejor acople entre la proteina Ras y la nueva poblacién de péptidos
por medio de Autodock v 1.5.4 y Autodock vina [28].

Para realizar este docking se necesita:
e La proteina Ras debe estar en formato pdb.

Para poder obtener las proteinas Ras en este formato se consulto la pagina web
del protein data bank PDB, en el cual se encuentra la estructura tridimensional con
el codigo 5P21.

e Modelo tridimensional de las secuencias de péptido obtenidas luego del
algoritmo evolutivo molecular.

En este caso, como son secuencias nuevas no fue posible obtenerlas en el PDB.
Por tal motivo, se hizo uso de la herramienta web pepfold, en la cual se introdujo
las secuencias obtenidas y el servidor generé diferentes modelos 3D de la
molécula. En este estudio se us6 el modelo nimero 1 en todos los casos. Para
este proceso también se pueden usar la herramienta I-Tasser para la
visualizacion, la cual se puede vincular con correos institucionales para obtener los
resultados directamente en el correo.
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Una vez obtenidos los modelos tridimensionales se uso la herramienta Autodock,
para lo cual se realiz6 modificaciones a la proteina Ras, preparandola para el
acople con cada una de las nuevas secuencias obtenidas. Cabe resaltar que
también se hizo uso de la herramienta pyMol [29], para visualizar la estructura de
los péptidos y de la proteina Ras.

Se cargb6 el archivo de la proteina Ras en Autodock, alli se seleccioné y elimind los
cofactores, ligandos, solventes, iones, etc. Se guardé como un nuevo archivo pdb.
Lo siguiente fue cargar el ligando que es la estructura tridimensional de los nuevos
péptidos y se definieron las rotaciones como el mismo numero de carbonos alfa
presentes en la secuencia de péptidos.

Se identifico el sitio activo de la proteina Ras, anteriormente referenciado en las
posiciones 32 a 40 creando un grib box (Area cubica, la cual delimita la region
donde se realiza el acople entre el receptor y el ligando) para la interaccion entre
ligando y receptor (x = 0.642, y = 38.347, z = 18.769, size_x = 40, size y = 20,
size_z = 58), una vez definidos estos patrones, se crea el archivo de extension:
PDBQT que es el formato nativo (ver figura 19).

Figura 19. Grid box en Autodock tools, en la cual se observa de color azul el
recuadro que delimita la interaccion entre receptor y ligando para el acople
molecular, en el sitio activo de la proteina Ras. De esta forma, se limita en esta
area la busqueda del acople.
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Fuente: Trott, O., & Olson, A. J. (2010). AutoDock Vina: improving the speed and
accuracy of docking with a new scoring function, efficient optimization, and
multithreading. Journal of computational chemistry, 31(2), 455-461.

Luego de los ajustes hechos al receptor y el ligando se procede hacer uso del
programa Autodock vina, teniendo en cuenta que es por linea de comandos, el
archivo debe estar en la misma carpeta que el ejecutable. Se usan los siguientes
parametros en el archivo *.confi

Tabla 1. Parametros utilizados en el programa Autodock vina, para el acople entre
los péptidos obtenidos y la proteina Ras.

Funcion Parametro Uso
receptor 5P21.pdbqgt Mombre de Receptor
ligando péptido.pdbgt Mombre del Peptido
center x 0,642 Coordenada en el eje x
center_y 38,347 Coordenada en el ejey
center z 18,769 Coordenada en el eje z
size_x 40 Tamafio sobre el eje x
size vy 20 Tamario sobre el eje y
size z 58 Tamarno sobre el eje z
out resultado_peptido_1.pdbqgt |[Mombre Archivo de salida
exhaustiveness 100 Caracter exhaustivo
num_modes 20 numero de modelos

Como resultado se obtienen 20 diferentes modelos con su respectiva energia de
interaccion y distancia RMSD, el tiempo de corrida varia de acuerdo con el equipo
usado, en este caso, se empleo un Intel Core i7 920 (4 nucleos @2.66Ghz) y 6GB
de Ram, demorandose aproximadamente para cada péptido un promedio de 13
horas.

Una vez el Autodock vina termina el docking molecular semiflexible, se obtienen
los 20 modelos por péptido resultante del algoritmo evolutivo, en donde se
encontrd la energia expresada en Kcal/mol, que se traduce en la energia de
acople entre el ligando y el receptor, considerando un mejor acople cuanto mas
negativa se presente. También se obtuvo como parte del resultado la distancia de
las moléculas mas préximas entre el ligando y el receptor, denominada como la
desviacion cuadratica media RMSD expresada en A.
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Estos resultados fueron comparados con el mejor péptido de la generacion inicial,
con el fin de saber si existe una mejoria en la actividad de inhibicion de los nuevos
péptidos sintéticos antes la proteina Ras 5P21 (ver figura 23).
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

La optimizacién evolutiva de los ligandos peptidicos es un proceso complejo, en el
gue numerosos parametros y diferentes mecanismos evolutivos podrian depender
e influir entre si. Para mantener esas variables en un nivel manejable se definié un
marco general en el principio.

Como meta evolutiva se decidid optimizar la lista de ligandos peptidicos que se
pueden unir a la proteina Ras. Estas moléculas fueron particularmente elegidas
por varias razones: En primer lugar, las moléculas estan comprobadas para su
actividad anticancerigena. En segundo lugar, a pesar de que sus tamafos son
altamente variables, al realizar un alineamiento base poseen un dominio
conservado. Debido a este dominio conservado, son buenos candidatos para
interactuar con la proteina Ras. Sin embargo, a pesar que se ha comprobado su
actividad biolégica, se requiere de nuevos candidatos, los cuales se pueden hallar
por medio del disefio computacional, debido a que pueden surgir nuevas
secuencias de péptidos con actividad anticancerigena mejorada.

Para este trabajo, como poblacion inicial para el proceso de evolucion, se
utilizaron 166 secuencias de péptidos previamente identificadas (ver Tabla 2)
como anticancerigenas.

Tabla 2. Péptidos extraidos del APD, cada nombre corresponde al cédigo definido
por el APD para identificar los péptidos con actividad anticancerigena.

AP00001 |APO0058 |AP00200 |AP00345 |APO0566|AP01124 |AP01413 |AP01777 |AP01983 |AP02297
AP00012 |APO0060|AP00214 |AP00351 |APO0605 |APO1161 |AP01414 |AP01784|AP01984 | AP02325
AP00013 |AP00061|AP00236 |AP00352 |APO0640|AP01196 |AP01415 [AP01785 AP01985 AP02326
AP00014|AP00062 |AP00240 |AP00353 |APO0644|AP01223 |AP01416 |[AP01794|AP01986 |AP02327
AP00015 |APO0090|AP00242 |AP00366 |APO0708|AP01239 |AP01417 [AP01805 AP01987 AP02328
AP00016 |AP00101|AP00244 |AP00367 |APO0770|AP01277 |AP01418 [AP01806 AP01988 AP02329
AP00017 |AP00128 |AP00245 |AP00396 |APO0S09 |AP01278 |APO1465 |[AP01807 |AP01989 AP02340
AP00018|AP00135|AP00246 |AP00427 |APO0810|AP01279 |AP01466 |AP01808|AP01990 |AP02372
AP00019 |AP00139|AP00247 |AP00429 | AP00832 |AP01280 |AP01467 |AP01809 AP01991 AP02374
AP00020|AP00140|AP00248 |AP00451 |APO0878|AP01281 |AP01512 |AP01810|AP01992 |AP02375
AP00021|AP00144|AP00260 |AP00473 |AP00964|AP01282 |AP01519 |[AP01811 |AP02111 AP02378
AP00022 |AP00146 |AP00261|AP0O0506|AP00973 |AP01283|AP01521|AP01812 |AP02141 |AP02379
AP00023 |AP0O0165 |AP00262 |APO0513|AP01026 |AP01284|AP00494|AP01813 |AP02142 |AP02380
AP00025|AP00176 |APO0263 |AP00532 |AP01031 |AP01328|AP01650|AP01922 |AP02228
AP00026 |AP0O0177 |APO0O308 |AP00541 |AP01036 |AP01342 |AP01774|AP01923 |AP02234
AP00029|AP00178 |APO0310|AP0O0553 |AP01121 |AP01406 |AP01775|AP01956 |AP02235
AP0O0035|AP00191 |APO0339|AP00565|AP01123 |AP01412 |AP01776|AP01957 |AP02296
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Para permitir la identificacion del dominio conservado, se realizé un alineamiento
en Clustal y se visualizé con Jalview, luego se procedioé a recortar el fragmento
gue posee el dominio conservado (ver Tabla 3). Este dominio es importante, ya
gue posee la actividad esencial de los péptidos, tal como se puede ver también en
el estudio realizado sobre el factor de trascripcion del Nrf2, el cual tienen seis
dominios conservados asociados a su regulacién negativa [30].

Tabla 3. Péptidos alineados y recortados por region conservada, los péptidos de la
tabla 2, son alineados mediante Clustal W y luego se extrae la region conservada,
como resultado se obtienen estos péptidos, y definidos como la generacion inicial
del algoritmo evolutivo, puesto que este fragmento conserva la funcion de

inhibicion.

DIIK-KIAESI KFLG-----RI -LLRKILE—-  |KKFKSPVILG- |GHIGKAIL--- CVGGCGCSWPY |CVWICGCSNKV
DIIK-KIAESF KILG-KIIAK- GLLSGSVAPHV |[RSLGRAWKIIV |SAVGSALSQE- |CVGGCSCSWPY | CVWICSCKNNV
DIVK-KIASSI KILG-KIIVK- GLLSGSVVPHV [MSLLK------ WLIKAIHAHGL  |CFGGCTCDWPV |CVFICSCKDKV
DIVK-KIAGSI KVLG-KIIAK-  |GLFSGAVAPHV [PIIAAKVVCAI  |HIIKLFHAHGL  |CAGGCSCSWPI | CVYICSCKDKV
DIVK-KVVGSL  |KILG-HLI--- GLFGGSIAPHV [PIIAAKVLCAI  |HIFRIVHVHRL  |CTLGCSCSWPV | CVFLCSCKSKV
DIAK-KVIGSL ~ |KKIG-KIEGQH | GLFKGSVAPHV |PIIAAKFLCTI  |NIYNQVCACKI  |CTLGCSCSWPI | CYLICYCVSRQ
DIVK-KVWAGL  |EVGKKAAAGKA |GLLGGSVV-HV [PAIVAKFLCAI  |NIYNERCACKI  |CFTGCSCNWPT |C---CNC----
DIIK-KVAGGL  |EAAKKAALGLV |GLFVAKVA-HV |PVIAANFLCAI |NIYNEVCACKI  |CVQGCSCDWPI |----DGC---
DVIK-KVAGGL |GIGKQAAL-KT |GLFVAKVA-HN |PLLAANFLCKI |NIYNETCACKI  |CLLGCTCSRPI  |CRTGDVCRRYQ,
DFLK-KVAANV  |GGVKKGALSTY |-LLDE------ PILAAKFGCLV |NIYNPTCACKI  |CFKFCSCSYPF  |CDFTNRCPGKI
DVVKKNVAEQL |SGLKKGAASTY |GLLGKIAA--V |GGL-IKIVCAV |NCYNEICACKI  |CVWICSCKSKV —|NDLGQGLIVNV
DTIKKTVADKL  |SAGKKGLAEKY |-ILGSTIG--V  |----IGMTCLI  |NLAD--CFC--  |CVFICSCSSKV  |----TGLPRKI
DIIKKEFANNL  |-GFKKGAAKTV |KLFKHSAK--- [PIL--SLIGK- NLAD------- CVFICSCKSKY | SAYSGATAKKL
RKLKKSVKKEF | IDWKDAAK--—  |KLFKHLAK--- |PIR--SLI--- CRIPCIYQWAF  |CVFICSCSNKV  |NVLSQLLAARD
----- SVAQGM  |AVLKTGLPSWI| |----HSAK-KA  |PLK--KLR---  |CLYSTCYRAK-  |CVFICACKSKV  |DLKKANII-SI
GQHG------ MALKKVL-—-  |KIFKNGIIAVA [SLIP-SLVSAF  |CFPKMDCRWK- |CVFICSCKNKV  |KAMKKFIAKEH
GQGGEAIQKDF |LA-KKKLA---  |KLFKDGIIAVA |GMIP-GLISAF |CYKQ--CV-TY  |CVWICSCSNKV |RSSRLQFPHRL
EKIGRIVOKDF  |FASKKDLADLV |KLFDDGV---- |SLLP-SLISAI  |CYRG--CY-RR  |CVWICSCKNKV |PFFPPRIPPRF
~-GRIVQKDF  |LKLKSWAK---  |-LLGSAISL--  |DMVGDTVTQVQCTPG--CG-VC  |CVWICSCKDKY |LPFRIRIHYPP
KKLGPSITRRA  |EKLESLAKGIQ  |-——-WAIV---  |AMVG-T---- CVGGCACSWPV |CVYICSCKSKV  |KQLQTPCEEKI

Para medir la actividad anticancerigena de los péptidos, se procediéo a consultar
las secuencias recortadas en la pagina web del Instituto de la India Anticp [20]
donde obtiene el puntaje para cada uno de los péptidos. Esta pagina también ha
sido usada en estudios como la revision de literatura sobre las actividades
antitumorales de los péptidos, liberados de proteinas de la leche [31], y también
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como base de datos en el disefio de péptidos con vida media deseada en el
intestino, el cual buscaba conseguir péptidos anticancerigenos poco toxicos [32].

Después de determinar la lista de péptidos con su respectivo puntaje, se usaron
péptidos cuya puntuacién fuese mayor a una (1.0) unidad para la poblacién inicial
(puntaje obtenido de la maquina de soporte vectorial para calificar los péptidos con
mejor actividad), con la finalidad de iniciar con una mejor poblacion y minimizar el
tiempo de convergencia, ya que el mayor puntaje de todo el grupo inicial de
pedidos fue de 1.35 unidades. Después de este filtrado, se obtuvo una poblacion
de 140 péptidos.

Una vez se obtienen estos segmentos, se da inicio al algoritmo evolutivo
molecular, en el cual se busca ver una evolucién de la poblacion, tanto como
grupo, como del mejor individuo. Este algoritmo es ampliamente utilizado para ver
la evolucidn de péptidos en actividades de regulacion, como se puede observar en
el trabajo de evolucion dirigida de péptidos que inhiben el uso de tripsina, el cual
emplea un proceso dirigido a la basqueda de moléculas que presentan ciertas
propiedades deseables [33].

Como resultado del algoritmo evolutivo, se observé un incremento en cuanto al
puntaje de los péptidos, un total de 40 péptidos con un puntaje mayor 1.7, un
puntaje maximo de 1.98 y un puntaje promedio de 1.78 (ver tablas 4, 5, y figura
20).

Tabla 4. Comparacion de puntuaciones de poblacion de péptidos iniciales vs.
poblacién de péptidos finales, se observa un mejor resultado en la funcion de
inhibicion.

PUNTAJE PUNTAJE

POBLACION POBLACION % MEJORIA

INICIAL FINAL

1.01 1.7 68%
1.35 1.98 46%
1.12 1.78 58%

La mejora del puntaje de generacion en generacion fue progresiva, aunque fue
lenta comparada con otros estudios [33]; se debio a que la poblacion inicial, al ser
un dominio conservado, presenta una naturaleza estructural peptidica y actividad
biolégica similar. Esto se observé en el estudio realizado por Chittenden sobre el
dominio conservado en Bak [34].
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Tabla 5. Resultado del algoritmo evolutivo molecular, pasadas 300 generaciones
se obtienen como resultado estos péptidos, los cuales tiene una mayor afinidad a
la proteina Ras para su inhibicion.

KEGCCNESCKV
KAPCCLESCKV

KLGCCSEECKV
KEGCCNLECKE

KLPCCSCSCKV
KLGCCNCSCKV

KLG-CNCSCKI
KDGCCSCECKI

KLGCCNESCKF

KMGCCSESCKI

KLGCCNCSCKQ

KAPCCSTSCKV

KLGCCNESCKI

KAGCCNEECKE

KYGCCSESCKI

KLGLCNCSCKV

KLGCCNESCKS
KLGCCSESCKD
KLGCCSESCKI

KRGCENCSCKI
KLGCCRTECKI
KLPCCNTECKI

KLGCCSCSCKF
KLGCCSCSCKC
KLGCCSCSCKV

KDGCCSCSCKC
KDGCCSCSCKS
KDGCCSCSCKV

KLGCCSESCKV

KLG-CNTSCKI

KLGCCSCECKI

KAGCCSCSCKI

KLGCCSESCKY

KLPCCNTSCKI

KLGCCSCSCKY

KLFCCSCSCKV

KLG-CSESCKS

KTPCCNCECKS

KLGCCSCSCKI

KLGLCSCSCKV

Figura 20. Algoritmo evolutivo v8, de color azul el puntaje maximo del mejor
péptido para cada generacion, el verde el puntaje promedio de la poblacién para
cada generacion.
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Se observa en la figura 20, el comportamiento de la poblacién para cada una de
las generaciones (iteraciones), una notable evolucion tanto general como del
mejor individuo. A través de las generaciones, también se observa un
estancamiento entre la generacion 200 a 250. En la tabla 5 se observan, como se
fijan o establecen determinados aminoacidos en las diferentes posiciones.
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Para evaluar la afinidad de estos nuevos péptidos con la proteina Ras 5P21, se
realizé un docking molecular semiflexible (ver figura 22). Para ello, se hizo uso del
Autodock vina, con el fin de comparar los valores de las distancias RMSD entre los
péptidos iniciales y los péptidos resultantes del algoritmo. Como resultado, se
obtuvieron 20 diferentes modelos para cada péptido (ver figura 21), esto con el fin
de tener mayor precision. En la figura 21, se logra apreciar una mejoria tanto de la
distancia RMSD (la cual disminuye confirmando un mejor acople) como de la
energia de acoplamiento. Esto confirma una evolucién en los nuevos péptidos
obtenidos comparados con los iniciales.

Figura 21. Valores de distancias y energia obtenidos de Autodock Vina luego del
acople molecular entre la proteina Ras y el péptido CVFICSCSSKYV en la figura a,
y entre la proteina Ras y el péptido KLGCCNESCKI en la figura b, se observa una
mejora tanto en la distancia RMSD como en la energia de interaccion, lo cual se
traduce en un mejor acople entre la protelna Ras y el péptido KLGCCNESCKI.
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Figura 22. Resultado en 3D del acople entre la proteina Ras y el péptido
KLGCCNESCKI, en la figura a de color blanco se observa la region activa de la
proteina Ras en su estructura terciaria, y el péptido en estructura primaria
(conformada de diversos colores). En la figura b se observa el péptido en su
estructura terciaria y la proteina Ras en su estructura terciaria. En ambas figuras
se observa un buen acople.
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(b)

Claramente se aprecia el acople entre el ligando y el receptor, en donde el ligando
cubre gran parte del sitio activo del receptor, lo cual inhabilita la posibilidad
fosforilacion en la proteina Ras para la proliferacion celular. Para poder tener una
mejor vision en las diferencias de los resultados obtenidos (ver figura 23).

Figura 23. Comparacion del acople molecular (docking) entre péptidos de la
poblacion inicial contra la poblacion final (Energia -Kcal/mol vs. distancia -
Amstrong). Figura a: de color azul el péptido KEGCCNESCKYV correspondiente a
la poblacion final, de color rojo el péptido CVFICSCSSKYV correspondiente a la
poblacion inicial. Figura b: de color azul el péptido KLGCCNESCKI
correspondiente a la poblacion final, de color rojo el péptido CVFICSCSSKV
correspondiente a la poblacion inicial. Figura c: De color azul el péptido
KLGCCSESCKD correspondiente a la poblacién final, de color rojo el péptido
CVFICSCSSKYV correspondiente a la poblacién inicial.
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En la figura 23, se aprecia la diferencia del acople obtenido entre: Los péptidos
iniciales que sirven como poblacion inicial vs. los péptidos resultantes del
algoritmo evolutivo. De azul se aprecian los péptidos resultantes del algoritmo, en
comparacion a los rojos. Se observa una mejoria tanto en la energia de acoplé
entre el ligando y receptor, como en la distancia entre ambas, dejando una clara
mejoria del acople y confirmando asi una evolucion.
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5. CONCLUSIONES

Después del proceso de mejoramiento de los péptidos, se aprecid una evolucién
en los nuevos péptidos, confirmada mediante una simulacién de acople efectuada
entre los nuevos péptidos y el receptor (proteina Ras).

El método definido para la blusqueda de nuevos péptidos fue exitoso ya que se
encontraron nuevos péptidos con actividad potenciada.

La recombinacion con la finalidad de buscar nuevos péptidos sin alterar su funcion
aporto resultados positivos.

Con la finalidad de inhibir la reproduccion celular descontrolada, se postulan
nuevos péptidos como posibles dianas contra el 20% al 30% de los diferentes
tipos de cancer, sin causar efectos secundarios tan fuertes como es el caso de la
quimioterapia (ver tabla 4). Estos resultados fueron validados por el experto en el
area de disefio de péptidos Rodrigo Gonzalo Torres Saez, quien aprobd los
parametros y aval6 su efectividad.
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6. RECOMENDACIONES.

Sintetizar en laboratorio estos péptidos, puesto que pueden ser una diana
potencial contra el cancer.

El APD [9] [10] es una base de datos que se encuentra actualizandose dia a dia
en busqueda de nuevos péptidos, lo cual aumenta la poblacién inicial para este
método, partiendo de esto, en un futuro se podra encontrar mayor diversidad en la
poblacidn inicial lo cual llevaria a mejores resultados.

El algoritmo evolutivo molecular es un modelo de busqueda guiada hacia nuevos
individuos, en este caso péptidos, para guiar esta busqueda de una mejor forma
es fundamental la implementacion de patrones de busqueda. Con la finalidad de
mejorar la busqueda, se recomienda un estudio profundo sobre nuevos patrones.

Una parte muy importante, es el tiempo computacional, lo cual genera una
limitacion en el nimero de generacion para el algoritmo, lo cual nos puede estar
llevando a un resultado parcial (maximo local) que para este trabajo es 6ptimo,
pero al no tener esta limitacion en el tiempo computacional, se podria realizar una
bdsqueda mucho mas amplia.

En trabajos futuros, se puede realizar una maquina de soporte vectorial de forma
local la cual aceleraria drasticamente el tiempo y prediccion de los posibles
péptidos, con patrones mas afines respecto a los péptidos que se deseen hallar.

Hacer uso de supercomputadoras, con la finalidad de ampliar los patrones que

definen la busqueda, y guiar esta de una mejor forma con una mayor precision, lo
cual podria significar un aumento considerable en los tipos de cancer a tratar.
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