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1 Resumen

Las estadisticas de resistencia a los antimicrobianos (RAM) e infecciones bacterianas
multirresistentes (MDR) han tenido un crecimiento imponente, destacando a K.
pneumoniae productora de carbapenemasas (KPC) —patégeno ESKAPE prioritario
para la OMS— por su capacidad de formar biopeliculas y sus variados mecanismos de
resistencia a los antibidticos. Ante esta preocupacion, este estudio propone una
estrategia in silico que combina péptidos antimicrobianos (AMPs) de origen anfibio
con antibidticos de tercera generacion (meropenem, amicacina,
Ampicilina/Sulbactam), para combatir dichas barreras. Inicialmente, se modelaran
blancos moleculares clave: MrkA'y fimH, que regulan la expresién de las fimbrias tipo
3 y tipo 1 en biopeliculas; pgaC vy pgaD, enzimas que intervienen en la biosintesis y
transporte de polimeros clave para la formacion de la matriz extracelular. Los AMPs
se optimizardn mediante prediccién estructural (l-tasser). Asi mismo, mediante
acoplamiento molecular (Autodock Vina) y simulaciones de dindmica molecular
(GROMACS), se evaluara la afinidad de unién (AG), interacciones con los blancos y
penetracion en bicapas lipidicas. Se anticipa alta afinidad de AMPs por blancos y
estabilidad en simulaciones, corroborando su potencial disruptor de biopelicula. Se
espera ademads una accion sinérgica con los antibioticos, facilitando su interiorizacién
y proponiendo alternativas terapéuticas viables contra infecciones por KPC para
mejorar significativamente las opciones de tratamiento y reducir el impacto de la
RAM en la salud publica.

Keywords: Aztreonam/Sulbactam, Biofilm, Dinamica molecular, Sinergia.
2 Antecedentes

Klebsiella pneumoniae es un bacilo Gram-negativo encapsulado, catalogado por la OMS
como patégeno ESKAPE critico por su elevada resistencia antimicrobiana y capacidad
de formar biopeliculas (Gauba & Rahman, 2023). Su envoltura celular, rica en
lipopolisacdridos (LPS) y porinas, actan como barrera primaria contra antimicrobianos
(Rocker et al., 2020). Las mecanismo de resistencia en KPC combinan tor (1)
B-lactamasas que hidrolizan carbapenémicos (2) modificacidon de porinas que reducen
su permeabilidad y (4) Bombas de eflujo que expulsan quinolonas (KpAcrAb

0AcrAB-TolC) (Gauba & Rahman, 2023; Muiioz Guevara, 2024).
FO-GDC-138-V.1.0
Pagina 2 de 10

INVESTIGACION | Parroquia Muyuna, kildmetro 7 via a Alto Tena www.ikiam.edu.ec
INNOVACION | Tena - Na do



IKiam e

Universidad Regional Amazonica
Asi mismo, otro factor clave de supervivencia y virulencia en K. pneumoniae
(posiblemente el mas peligroso) es la biogénesis de las peliculas. La matriz de biofilm
en KPC, que estd compuesta principalmente por PGA (poli-B-1,6-N-acetilglucosamina),
proteinas y ADN, incrementa 1.000 a 1.500 veces la resistencia antibiodtica (de Oliveira
& Franco, 2020). Su formacion estad regulada por una serie de factores moleculares
clave, como enzimas implicadas en la biosintesis y transporte de polisacaridos (pgaCy
pgaD) (Chen et al., 2014; Li & Ni, 2023). La sefializacion, mediada por c-di-GMP (Zhang
et al., 2020), promueve la expresién de adhesinas, componentes clave en la formacién
inicial del biofilm; entre ellos, fimbrias tipo 1 (fimH) y tipo 3 (MrkA); actuando como
una barrera fisica que protege a la bacteria del efectos de los antimicrobianos (Li & Ni,
2023; Schroll et al., 2010). Mutaciones en genes como pgaC (Chen et al., 2014) y fimH
(Qin et al., 2022) disminuyen significativamente la capacidad de adhesion y formacion
de biopeliculas.

Frente a este problema, los péptidos antimicrobianos (AMPs) de origen anfibio
emergen como una alternativa prometedora, debido a su naturaleza catidénica y
anfipatica, que les permite interactuar directamente con LPS y membranas bacterianas,
provocando disrupcién de las mismas sin necesidad de ingresar por canales especificos
(de Oliveira et al., 2020). Estos péptidos, al ser naturales, presentan una diversidad
estructural notable y un potencial aln poco explorado en estrategias terapéuticas
combinadas.

La aplicaciéon de herramientas bioinformaticas como el acoplamiento molecular y las
simulaciones de dinamica molecular permite optimizar su disefio y evaluar de manera
costo-efectiva su afinidad con blancos moleculares relevantes, ofreciendo informacion
detallada sobre afinidad de unién, estabilidad estructural y comportamiento dinamico
de complejos molécula-proteina, sin necesidad de realizar ensayos experimentales.
Esto abre la posibilidad de disefar combinaciones terapéuticas inteligentes, donde un
péptido antimicrobiano pueda debilitar la barrera fisica (biofilm) y permitir la entrada
de un antibidtico que por si solo no seria efectivo debido a los mecanismos de
resistencia intrinsecos de la bacteria.

3 Planteamiento del problema a investigar (max. 350 palabras)

La emergencia global de Klebsiella pneumoniae productora de carbapenemasas (KPC)
representa una crisis terapéutica de magnitud creciente, agravada por dos factores
interconectados: 1) la rapida diseminacion de mecanismos de resistencia
(B-lactamasas KPC, NDM) y la formacion de biopeliculas que reducen la penetracién
de antibidticos (de Oliveira & Franco, 2020; Goswami et al., 2023). Aunque las

terapias combinadas (ceftazidima/avibactam) mnuestran inicialmente eficacia,
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presentan tasas de fracaso del 40% debido a mutaciones en porinas y sobreexpresion
de bombas de eflujo (Leén & Zurita, 2024).

Los péptidos antimicrobianos (AMPs) surgieron como alternativa promisoria, a pesar
de enfrentar limitaciones no resueltas como corto tiempo de vida medio en sueros
humanos (>30 min) y citotoxicidad (Mahlapuu et al., 2020). Aunque los modelos in
silico abarcan desde el disefio de moléculas mediante el modelado de la estructura
guimica hasta la simulacion de su comportamiento en sistemas bioldgicos complejos,
incluyendo la prediccion ADMET, estos ignoran variables criticas como mutaciones de
los blancos o la sobreexpresion de bombas de eflujo (y su variabilidad) (ej. residuo
Asp566 en AcrB) (Ledn & Zurita, 2024). Esta brecha entre prediccién computacional y
eficacia clinica real exige un redisefio radical de las estrategias antibacterianas,
priorizando blancos con relevancia dual en resistencia y virulencia, y combinaciones
farmacolégicas inmunes a degradacién enzimatica y que su efecto no se vea limitado
por el biofilm (de Oliveira et al., 2020; Ledn & Zurita, 2024; Mahlapuu et al., 2020).

4 Justificacidn de la investigacion

La resistencia a los antimicrobianos (RAM) se han convertido en una de las principales
amenazas globales, con proyecciones imponentes de hasta 10 millones de muertes
anuales para 2050, ademas de repercusiones econdmicas significativas (O'Neill, 2016).
Actualemnte, el desarrollo de nuevos antibioticos se ha estancado con solo 12
moléculas en fase clinica para bacterias Gram-negativas prioritarias. Esta situacion se
agrava con la capacidad de formar biofilms, estructuras altamente protectoras que
impiden que los farmacos alcancen sus blancos intracelulares de (Oliveira et al., 2020).

Este proyecto busca explorar, a través de técnicas de dinamica molecular, el potencial
sinérgico entre péptidos naturales derivados de anfibios y antibidticos ya existentes. La
idea central es que los péptidos actuen como disruptores iniciales del biofilm, para
potenciar la entrada farmacolégica. Al realizar esta evaluacion de manera
computacional, se optimizan recursos y se predicen combianciones con mayor
probabilidad de éxito, evitando costos de equipos y reactivos (Ledn & Zurita, 2024).

5 Preguntas de investigacion

¢Qué péptidos antimicrobianos derivados de anfibios presentan mayor afinidad por
proteinas clave de la matriz biofilm de K. pneumoniae, como PgaCy PgaD?

¢Es posible predecir, mediante simulacién molecular, la capacidad de un péptido para
desestructurar la matriz del biofilm?

FO-GDC-138-V.1.0
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¢Como varia la interaccion de un antibiético con el biofilm antes y después del
tratamiento con un péptido antimicrobiano?

¢Qué combinaciones de péptido y antibiético muestran mayor efecto sinérgico en
términos de acceso y unién a blancos moleculares?

6 Hipotesis

Los péptidos antimicrobianos de origen anfibio son capaces de interactuar y alterar la
arquitectura de la matriz biofilm de K. pneumoniae KPC, especificamente a través de su
union con proteinas como PgaCy PgaD, lo que facilita la posterior penetracion y accién
de antibidticos convencionales. Esta sinergia puede ser predicha y evaluada mediante
modelado y simulaciones moleculares.

7 Objetivos de la investigacion
7.1 General

e Analizar in silico la interaccidon entre péptidos antimicrobianos derivados de
anfibios y antibidéticos de tercera generacién frente a componentes
estructurales del biofilm de Klebsiella pneumoniae KPC, con énfasis en la
identificacion de sinergias que favorezcan la penetracién del farmaco.

7.2 Especificos

Seleccionar y modelar estructuralmente péptidos antimicrobianos de origen
anfibio con potencial accién anti-biofilm.

e Obtener y validar las estructuras tridimensionales de las proteinas PgaC y
PgaD, implicadas en la sintesis del biofilm.

® Realizar estudios de docking molecular para evaluar la afinidad entre péptidos
y proteinas blanco.

e Simular dindmicamente los complejos formados entre péptidos y proteinas
del biofilm para evaluar su estabilidad y efectos estructurales.

e Evaluar el comportamiento sinérgico de complejos que combinan péptidos
antimicrobianos y antibidticos frente a la matriz biofilm.

8 Métodos

8.1 Seleccion y modelado de péptidos

FO-GDC-138-V.1.0
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e Se utilizaran péptidos generados en el Laboratorio de investigacién en Biologia

Molecular, IKIAM, con resultados prometedores de evaluaciones in vitro sobre
actividad antimicrobiana.

® Las estructuras tridimensionales se modelarda mediante herramientas como
PEP-FOLD3 o AlphaFold2.

8.2 Preparacion de proteinas blanco

e Se buscaran las estructuras fimH, MrkA, c-di-GMP, PgaCy PgaD en el PDB. De no
estar disponibles, se utilizaran métodos de modelado por homologia con
I-TASSER o Swiss-Model.

e Lavalidacidn estructural se hara con MolProbity y andlisis de Ramachandran.
8.3 Docking molecular

e Para la preparacién de los ligandos (péptidos): Minimizacién de energia de
AMPs (Avogadro) y asignacién de cargas Gasteiger (Openbabel)

e Se utilizard AutoDock Vina para el acoplamiento molecular entre ligandos vy
blancos (PgaC, PgaD).

e Se analizardn energias de union, residuos clave, y posibles mecanismos de
bloqueo o desestabilizacion.

8.4 Simulacion de dinamica molecular

® Se realizaran simulaciones con GROMACS para analizar la estabilidad de los
complejos péptido—proteina, farmaco—proteina y combinacién péptido +
farmaco.

e Se evaluaran la accesibilidad del antibiético mediante pardmetros como
nimero de contactos hidrofdbicos con el sitio activo, desplazamiento
estructural (RMSD), fluctuaciones de distancia proteina-ligando (RMSF), y
energia libre de unién (MM-PBDA) comparada con sistemas sin AMP.

e Se aplicard MM-PBSA para estimar la energia libre de unién de los complejos.
8.5 Evaluaciodn sinérgica

e Se simularan sistemas ternarios (blanco + AMP + antibidtico) en bicapas
lipidicas asimétricas que repliquen la membrana externa KPC (75% LPS, 25%

fosfolipidos) para observar si la presencia del péptido modifica la accesibilidad
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del antibidtico a su blanco.

e Se compararan los resultados con simulaciones individuales para determinar la
presencia de sinergia estructural o funcional.

e Se documentaran interacciones que sugieran un mecanismo de accion
combinado que pueda ser explorado en ensayos experimentales posteriores.

9 Cronograma de actividades

Cr semanal de activi para evaluar la actividad sinérgica de péptidos + antibiéticos + blancos

Julio Agosto Septi Octubre Novi e Dici e Enero Febrero Marzo Abrl Mayo Junio
Actividad/Semana

123412341234123412341234123412341234123412341234
Revision bbliografica X X X X
Preparacién en dnamica molecular X XX X

leccién y modelado de blancos molecul X X X X

Seleccion y modeldo de péptidos antimicrobianos derivados de anfibios XX XX
Ejecucion de docking molecular. X X X X
Analisis de resultados del docking (energia, tipo de interaccién, mapas de calor, etc.) X X X X

Simulacion de dindmica molecular XXXXXXXX
Evaliacién shérgica XX XX
Discusion de resultados, conchisiones y redaccion del informe XXX XXX XX

Preparacion de exposicion final XX X X

10 Presupuesto referencial

Financiamiento Financiamiento

Rubros . Total USD
IKIAM efectivo
Computadora
con
- 0$ 0$ 5000 $
requerimientos

Gptimos para DM

Licencias de

0s 0$ 2000 $
software
Total 7000 S
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