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Abstract

The salmon farming industry in Chile faces significant challenges due to infestations by the
ectoparasite Caligus rogercresseyi, which causes substantial economic losses. Current treatments,
mostly based on organophosphates that inhibit the enzyme acetylcholinesterase (AChE), are hindered
by the parasite's growing resistance. This necessitates the use of higher drug doses, increasing both
costs and environmental risks. In this context, the search for new therapeutic alternatives focuses on
the development of bioactive peptides due to their low risk of resistance and reduced environmental
impact, with fish mucus being considered a promising matrix for their discovery, given its role as the
first line of defense.

This research focused on the identification and evaluation of peptides to identify potential AChE
inhibitors; a key therapeutic target due to its role in nerve impulse transmission in parasites. Using an
in silico modeling approach and in vitro assays, a QSAR model (quantitative structure-activity
relationship) was employed to predict the AChE inhibitory activity of 959 peptides derived from the
mucus of Salmo salar. Of these, 21 peptides were selected for their inhibitory potential. These
peptides were synthesized and tested in antiparasitic assays, demonstrating that four of them induced
100% mortality in C. rogercresseyi at a concentration of 100 uM, with hemolysis rates in salmon
cells below 5% and a survival rate greater than 80% in RTgill cell lines.

The analysis of AChE inhibitory properties revealed that peptides AS4528, AS4531, and AS4532
inhibited the enzyme, with AS4532 showing the highest activity. Additionally, molecular docking
analysis suggested that peptide AS4532 formed stronger interactions with the key residues of AChE's
active site, highlighting its potential as a selective inhibitor. Furthermore, activity was enhanced by
synthesizing a modified peptide, AS5372, derived from AS4532, which demonstrated a significant
improvement in AChE inhibition and lower cytotoxicity in RTgill cells compared to the original
peptide. This suggests that AS5372 could be a promising candidate for future studies. However,
further research on the safety and bioavailability of these peptides in fish is required to assess their
viability as a therapeutic treatment.

In summary, peptides derived from the mucus of Sa/mo salar show great potential as selective AChE
inhibitors, opening new possibilities for treating caligidosis and offering a more sustainable and less

resistance-prone alternative for the salmon farming industry.



Resumen

La industria de la salmonicultura en Chile enfrenta serios desafios debido a la infestacion por el
ectoparasito Caligus rogercresseyi, que causa importantes pérdidas econoémicas. Los tratamientos
actuales, en su mayoria basados en compuestos organofosforados que inhiben la enzima
acetilcolinesterasa (AChE), se ven afectados por la resistencia creciente del parasito, lo que obliga a
utilizar dosis mayores de estos farmacos y aumenta tanto los costos como los riesgos ambientales. En
este contexto, la busqueda de nuevas alternativas terapéuticas se enfoca en el desarrollo de péptidos
bioactivos por su bajo riesgo de generar resistencia y su reducido impacto ambiental, teniendo en
consideracion el mucus de peces como una matriz prometedora para la busqueda, debido a su funcion
como primera barrera de defensa.

La presente investigacion se centrd en la identificacion y evaluacion de péptidos, con el objetivo de
encontrar posibles inhibidores de la AChE, un objetivo terapéutico clave debido a su rol en la
transmision del impulso nervioso en los parasitos. Mediante un enfoque de modelado in silico y
ensayos in vitro, se utilizd un modelo QSAR (relacion cuantitativa estructura-actividad) para predecir
la actividad inhibidora de AChE de 959 péptidos derivados del mucus de Salmo salar. De estos, 21
péptidos fueron seleccionados por su potencial inhibidor. Estos péptidos fueron sintetizados y
probados en ensayos antiparasitarios, demostrando que cuatro de ellos inducian una mortalidad del
100% en C. rogercresseyi a una concentracion de 100 uM, con tasas de hemolisis en células de
salmon inferiores al 5% y una sobrevivencia mayor al 80% en linea celular RTgill . El andlisis de las
propiedades de inhibicion de la AChE mostro que los péptidos AS4528, AS4531 y AS4532 inhibieron
la enzima, sin embargo el péptido AS4532 fue quien presentd mayor actividad. Ademas un analisis
de docking molecular sugirio que el péptido AS4532 formo interacciones mas fuertes con los residuos
clave del sitio activo de AChE, lo que resalta su potencial como inhibidor selectivo. Por otro lado, se
logro potenciar la actividad, al sintetizar un péptido modificado AS5372, obtenido a partir de AS4532,
quien mostrd una mejora significativa en la inhibicion de AChE, con una menor citotoxicidad en
células de RTgill que el péptido original, lo que sugiere que puede ser un buen candidato para estudios
futuros. No obstante, es necesario realizar mas investigaciones sobre la seguridad y biodisponibilidad
de estos péptidos en peces, para evaluar su viabilidad como tratamiento terapéutico.

En resumen, los péptidos derivados del mucus de Salmo salar presentan un gran potencial como
inhibidores selectivos de AChE, abriendo nuevas posibilidades para el tratamiento de la caligidosis.
En este contexto, el uso de QSAR como herramienta permite predecir la afinidad de estos péptidos,
lo que facilita su evaluacion y optimizacion, acelerando el desarrollo de compuestos terapéuticos

eficaces..
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1 Introduccion

La acuicultura ha experimentado un crecimiento sostenido en las tltimas décadas, convirtiéndose en
una de las principales actividades productivas del sector alimentario a nivel mundial. En este contexto,
la salmonicultura ha adquirido una relevancia estratégica, destacandose por su capacidad de generar
alimentos de alto valor nutricional, empleo local e importantes ingresos por exportaciones
(SalmonChile, 2024). Chile, gracias a sus extensas costas, abundantes recursos hidricos y condiciones
ambientales favorables, se ha posicionado como el segundo mayor exportador de salmon después de
Noruega, alcanzando en 2023 mas de un millon de toneladas exportadas y generando ingresos por
6.463 millones de dolares (SalmonChile, 2024).

Este notable desarrollo, sin embargo, ha traido consigo importantes desafios sanitarios, especialmente
en sistemas de cultivo intensivo. La alta densidad de peces cultivados por unidad de superficie genera
condiciones que favorecen la proliferacion de enfermedades infecciosas, tanto bacterianas como
parasitarias (Gonzalez & Carvajal, 2003a; Guo & Woo, 2009). En este escenario, uno de los
problemas mas significativos para la industria salmonera chilena es la infestacion por Caligus
rogercresseyi, un ectoparasito marino de la familia Caligidae, comiinmente conocido como piojo de
mar. Este parasito afecta a los salmonidos cultivados, alimentandose de la piel, sangre y mucosidad
de los peces, lo que provoca estrés, lesiones, pérdida de peso y un aumento en la susceptibilidad a
infecciones secundarias (Boxshall & Bravo, 2000; Fast, 2014).

La relevancia de C. rogercresseyi no se limita al impacto sanitario, sino que representa también una
amenaza economica de gran magnitud. El costo de los tratamientos y la disminucion en la
productividad pueden afectar significativamente la rentabilidad de los centros de cultivo. De hecho,
se ha estimado que el impacto econémico de la caligidosis puede alcanzar hasta US$1,4 por kilo de
salmon producido, sumando pérdidas asociadas a mortalidad, reduccion del crecimiento y gastos en
control quimico (Costello, 2009; Dresdner et al., 2019).

Ante esta problematica, el enfoque tradicional de control basado en el uso de antiparasitarios quimicos
ha comenzado a mostrar limitaciones. A lo largo de los afios, se ha observado una creciente resistencia
del parésito a los principales principios activos utilizados, como las avermectinas, piretroides y
organofosforados (Bravo et al., 2008; Helgesen et al., 2014; Marin et al., 2015). Esta resistencia ha
sido atribuida, entre otros factores, a mutaciones en la enzima blanco de algunos farmacos, como la
acetilcolinesterasa (AChE), la cual es responsable de la degradacion del neurotransmisor acetilcolina
en la sinapsis del sistema nervioso del parasito (Agusti-Ridaura et al., 2018b).

En este contexto, se hace urgente la busqueda de nuevas alternativas terapéuticas que no solo sean

efectivas, sino que también reduzcan el riesgo de resistencia y tengan un menor impacto ambiental.
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2 Marco Teorico

2.1 Salmonicultura en Chile y problemas asociados al parasito Caligus rogercresseyi

Dentro de las exportaciones del salmon a nivel mundial, Chile cumple un rol de gran importancia,
ubicandose tras Noruega, como el segundo pais con mayores exportaciones En 2023, las
exportaciones chilenas de salmon alcanzaron mas de 1 millon de toneladas, generando ingresos por
6.463 millones de dolares. Los principales mercados de exportacion incluyen Estados Unidos, Japon
y Brasil, con una preferencia significativa por salmon del Atlantico y salmén coho dependiendo del
destino (SalmonChile, 2023). Esto se debe al fuerte aumento de la produccion acuicola chilena en los
ultimos 30 afios gracias a las ventajas en las condiciones ambientales y los abundantes recursos
naturales. Con la finalidad de cubrir la demanda mundial, el incremento de cultivos ha generado
también un aumento de carga o densidad de peces por unidad de superficie, lo que a su vez se
manifiesta en situaciones de estrés, trayendo como consecuencia enfermedades infecciosas
bacterianas y otros tipos de patégenos, entre los que se destaca el parasito Caligus rogercresseyi (C.
rogercresseyi), también conocido como piojo de mar (Gonzalez & Carvajal, 2003b; Guo & Woo,

2009).

En los inicios de la salmonicultura en Chile, el problema de los piojos de mar no era tan preocupante
como en la actualidad, debido a que la densidad de biomasa cultivada en las granjas no era tan elevada
(Pino-Marambio et al., 2007). Sin embargo, el escenario actual de la salmonicultura registra a
C. rogercresseyi (Boxshall & Bravo, 2000), como la enfermedad infecciosas que produce las
mayores pérdidas econdmicas en la industria del salmon y trucha en el sur de Chile (Gonzélez
& Carvajal, 2003b). Este parasito genera efectos negativos en la sobrevivencia, crecimiento y
aumento en la susceptibilidad a otras infecciones, resultando en un serio problema econdémico para la

acuicultura por los elevados costos asociados a tratamiento y prevencion (Bravo et al., 2008).

2.2 Ciclo biolégico de Caligus rogercresseyi

El ciclo de vida de C. rogercresseyi facilita su transmision entre huéspedes, especialmente en peces
criados en condiciones de alta densidad (Gonzalez & Carvajal, 2003b). Este ciclo biologico (Figura
1) comienza tras la eclosion de los huevos, y posteriormente el parasito atraviesa tres etapas larvales

planctonicas de vida libre: nauplius I, nauplius II y copepodito. Los nauplius y copepoditos viven
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solo de sus reservas de energia y no se alimentan. Durante la etapa de nauplius se dispersan en la
columna de agua y flotan a la deriva segun la corriente, mientras que los copepoditos deben tratar de
encontrar y adherirse a un huésped usando sus piezas bucales y segunda antena. Los copepoditos
exitosos, logran mudar y pasan por cuatro estadios mas de chalimus (chalimus I-IV). Durante estas
etapas, el parasito permanece unido a su huésped a través de un filamento frontal hasta completar la
ultima muda donde pasan al estado adulto en proporciones similares de machos y las hembras

(Gonzalez & Carvajal, 2003b).

Comienzo del ciclo hiolégico

Figura 1: El ciclo de vida de C. rogercresseyi abarca tres fases del desarrollo: Infecciosa (nauplius I, nauplius

IT y copepodito), de adhesion (chalimus I-IV) y adulta (macho y hembra) (Subpesca, 2018).

2.3 Impacto de las infestaciones por Caligus rogercresseyi

El piojo de mar C. rogercresseyi es un ectoparasito copépodo marino de la familia Caligidae que se

alimenta de la piel, sangre y mucosidad de peces marinos. Es el principal parasito que afecta a los
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salmonidos cultivados en Chile, impactando aproximadamente el 27% de la produccion global (Fast,

2014; Lhorente et al., 2014).

El comportamiento alimenticio de los piojos puede provocar dafios severos, como lesiones que
rompen la epidermis, lo que puede llevar a pérdida de peso, fallas osmorregulatorias, ademas de
hacerlos mas susceptibles a infecciones como la Piscirickettsiosis (Lhorente et al., 2014). Incluso se
ha observado una disminucion de los efectos protectores de las vacunas contra patdogenos bacterianos
(Dresdner et al., 2019). Estas lesiones suelen desarrollarse en areas especificas del cuerpo, como
alrededor de la aleta anal, dorsal y, en casos severos, en la superficie dorsal de la cabeza (Boxshall &

Bravo, 2000).

El estrés causado por las infestaciones tiene un impacto significativo en la salud y el crecimiento de
los peces. Este estrés aumenta los niveles de cortisol y glucosa, disminuyendo la respuesta inmune de
los peces, lo que resulta en un crecimiento reducido y una mayor vulnerabilidad a otras enfermedades
(Fast, 2014). Ademas del impacto sobre la salud de los peces, la interaccion entre los salmonidos
cultivados y los piojos de mar genera importantes pérdidas econoémicas. Estas pérdidas no solo se
deben al dafio fisico infligido a los peces, sino también al costo elevado de los tratamientos contra el
parasito, que deben ser asumidos por los productores. Un estudio de Costello (Costello, 2009) estim6
que el costo del piojo de mar para la industria ascendia a un promedio de US$ 0,151 por kilo en 2006.
Ademas, en Chile, la intensificacion en la frecuencia de desparasitaciones ha incrementado el costo

de produccioén, alcanzando un promedio de US$1,4 por kilo (Dresdner et al., 2019).

2.4 Normativas para el control de Caligus rogercresseyi en Chile

En la actualidad, lo mas cercano al control de caligidosis se basa en la evaluacion periddica de la
cantidad y de las etapas de desarrollo de los piojos de mar encontrados en peces cultivados. La
caligidosis fue incorporada en el afio 2007 por el Servicio Nacional de Pesca y Acuicultura como una
enfermedad de alto riesgo por considerarse una enfermedad de importancia presente en el pais y que
debe ser objeto de programas sanitarios. En el 2012 se implementa una nueva estrategia en la
vigilancia y el control de esta enfermedad regulada a través del “Programa Sanitario Especifico de
Caligidosis”. En este sentido, SERNAPESCA exige realizar muestreos semanales sobre las cargas
parasitarias, estableciendo el criterio de centros CAD (Centros de Alta Diseminacion) y cuando el
numero de hembras ovigeras es igual o superior a tres por pez, es considerado como nivel critico para

iniciar un tratamiento (Sernapesca, 2018). A pesar de las normativas aplicadas, y que posiblemente
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pueden atenuar la caligidosis, seria 6ptimo poder encontrar una solucion que apunte directamente al

parésito, ya que lo importante es atacar de raiz el problema que afecta la salmonicultura.

2.5 Tratamientos para el control de Caligus rogercresseyi en Chile

Con el objetivo de poder controlar la carga parasitaria de C. rogercresseyi en granjas de peces

chilenas, hoy en dia se utilizan diversos productos quimioterapéuticos que contienen ingredientes

farmacéuticos activos con diferente mecanismo de accion (Tabla 1) (Aaen et al., 2015; Agusti-

Ridaura et al., 2018).

Tabla 1: Clasificacion de los productos quimioterapéuticos utilizados hoy en dia en Chile para el control de C.

rogercresseyi.
Nombre del Mecanismo de
Clasificacion Objetivo Resistencia | Dosificacién
producto Accion
Benzoato de Durante siete
Se une a los canales de
emamectina ] dias
Sistema cloruro activados por )
0.2% consecutivos, en
A ) nervioso; glutamato y por 2006 (Bravo dosi
vermectinas i una dosis
Calbiofarm canales de GABA en los nervios | et al., 2008)
- ] recomendada de
Slice cloruro de los invertebrados
] 50 pg/kg de pez
Quinafish (Yen & Lin, 2004) « dia
Una dosis
Betamax® | Sistema
) ) recomendada de
- nervioso; Bloqueo sinapsis de 2013
Deltamertina ) 3 ng/L durante
Piretroides o canales de los canales de sodio (Helgesen et )
1% 30 a 60 minutos
sodio electro (Burka et al., 2012) al., 2014)
(Siwicki et al.,
AMX controlados
2010)
Byelice® Una dosis de 0.2
mg /L
Sistema Bloqueo / inhibicion
Compuestos Azasure® 2015 (Marin | durante 30-60
nervioso; de AChE en la )
Organofosforados ) ) etal., 2015) | minutos
Calfree®. |AChE sinapsis )
(Burridge et al.,
Purisan 2010)

Entre 2000 y 2007, el tnico producto quimico autorizado en Chile fue el benzoato de emamectina,

clasificado como Avermectinas (Bravo et al., 2008). El mecanismo de accion antiparasitaria de este
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farmaco se basa en estimular la liberacion del neurotransmisor GABA(Bravo et al., 2008) provocando
una apertura persistente de los canales de cloro, lo que permite la entrada de iones CI™ en la célula.
Sin embargo, la reduccion en la eficacia del tratamiento se detectd por primera vez en 2006—2007

(Bravo et al., 2013).

Para hacer frente al problema de resistencia de C. rogercresseyi hacia el benzoato de emamectina,
posteriormente se introdujeron piretroides, deltametrina en el afio 2007 y cipermetrina en 2010
(Leboulanger et al., 2009). Los compuestos de esta clase tienen como objetivo los canales de sodio
electro controlados en el sistema nervioso de los piojos, interfiriendo la conduccion idnica a través
de las membranas neuronales causando su parélisis y muerte (Burka et al., 2012; Tippe, 1987). Estos,
se convirtieron en los principales agentes quimicos hasta el afio 2013, cuando se informaron los

primeros indicios de parasitos resistentes a este compuesto (Helgesen et al., 2014).

Posteriormente, durante el afio 2013 se incorpord azametifos como tratamiento (Agusti et al., 2016).
Este se clasifica dentro de los compuestos organofosforados (OPs), que son un grupo de insecticidas
0 agentes nerviosos que actilan sobre la enzima acetilcolinesterasa (AChE), y que en consecuencia
interfieren con la transmision de los impulsos nerviosos (Figura 2) dando como resultado una

sobreestimulacion de los nervios y musculos, lo que lleva a la paralisis y la muerte del parasito.

Desde entonces, el azametifos es el agente quimico antipiojos mas utilizado en la cria de salmoénidos
chilenos, sin embargo, la sensibilidad reducida de C. rogercresseyi hacia este compuesto se ha
informado recientemente en algunas areas de produccion de salmonidos en Chile (Marin et al., 2015).
Segtin el ultimo estudio realizado por Agusti (Agusti-Ridaura et al., 2018), la resistencia se puede
deber a la mutacion de la enzima AChE en donde se genera un cambio de un tnico aminoacido de
fenilalanina por valina en la posicion 318 (AChEla F/V318), desencadenando la resistencia al

impedir la uniéon de OPs (Agusti-Ridaura et al., 2018).
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ACh DETIENE el proceso de senalizacion OP inhiben ACh esterasa

Nel.lﬂ_)l'li
< >

Neurona post-sinaptica o Neurona post- sindptica o
célula muscular

B Acetilcolina (ACh) W Acetilcolina (ACh) Acetilcolina (ACh)

H Receptor ACh H Receptor ACh Receptor ACh
# Transmision sefial A~ Transmision sefial Transmision sefial
& ACh esterasa ACh esterasa

Pesticida organofosfato (0P)

\ y

Figura 2: Representacion esquematica adaptada de sinapsis la sinapsis colinérgica y mecanismo de accion de

compuestos organofosforados. Durante el proceso de sinapsis, ACh es liberada y activa los receptores presentes
en la célula post-sinaptica (verde). La enzima AChE hidroliza ACh y detiene el proceso de seializacion
(amarillo). OPs inhiben AChE de manera que no puede hidrolizar ACh, con un proceso de sefalizacion

permanente (marco rojo). Extraido de (George et al., 2014; Sernapesca, 2018).

2.6 Caracterizacion de la enzima AChE

La acetilcolinesterasa (AChE) es una enzima del grupo de las hidrolasas, EC. 3.1.1.7 segun la
clasificacion numérica EC (Enzyme Commission numbers), se encuentra presente en la mayoria de
los seres vivos, principalmente en los vertebrados, pero también en invertebrados como los insectos
y parasitos. Estd localizada en el sistema nervioso, y es la responsable de la regulacion de la
concentracion de la acetilcolina (ACh), un neurotransmisor involucrado en la sinapsis colinérgica en
el sistema nervioso, permitiendo la transmision de la sefial nerviosa en el sistema nervioso central y
periférico (Wiesner et al., 2007). La estructura de la AChE ha sido estudiada desde la década de 1990
(Sussman et al., 1991). Estudios estructurales de la enzima en diferentes organismos han permitido
establecer que tanto el sitio activo de la AChE, como en general toda la estructura de la enzima, estan

evolutivamente conservados y contienen regiones comunes y similares a otras enzimas tipo serina-
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hidrolasas (Pohanka, 2011). La AChE obtenida de la anguila eléctrica (Electrophorus electricus) ha
sido caracterizada y utilizada como referencia para la enumeracion de secuencia aminoacidica, ya que
presenta varias zonas que participan en la hidrélisis de la acetilcolina. El mas importante es el “sitio
activo”, también conocido como sitio esteratico, que esta constituido por tres residuos: Ser 200, His
440 y Glu 327 (en amarillo Figura 3). La orientacion que adquiere el neurotransmisor en el proceso
de hidrolisis se debe al subsitio anidnico, dado por los residuos de Trp 84, Tyr 130 y Phe 330 (en
magenta Figura 3). Esta orientacion facilita la hidrolisis de la ACh en colina y acetato, paso
importante en la sinapsis. Adicionalmente, esta enzima posee otros subsitios en la cavidad aromatica
que son importantes en la interaccion del neurotransmisor con el sitio activo de la enzima; el bolsillo
acilo, el agujero oxianionico y el subsitio periférico anidonico (PAS) (en gris, cyan y verde
respectivamente Figura 3). La cavidad aromatica abarca una gran cantidad de residuos aromaticos
encargados de las interacciones n-cation de la parte del amonio cuaternario de la ACh y estos residuos
aromaticos del sitio activo. El subsitio periférico anidnico aisla la cavidad aromatica de la superficie
externa de la enzima, ademas participa en funciones no cataliticas de la misma, como la adhesion a

membranas, la diferenciacion de células, ente otras (Bajda et al., 2013; Pohanka, 2012).

Asp72

Tyr130

-~ ! His440

Glu327

Figura 3: Disposicion del sitio activo de la enzima AChE de Electrophorus electricus. Se observan las
interacciones con los aminoacidos pertenecientes al sitio activo (Ser 200, Glu 327 e His 440) en amarillo, al
sitio anidnico en magenta, el bolsillo acilo en gris, el agujero oxianionico cyan y el subsitio periférico anidnico

(PAS) en verde (Bajda et al., 2013).
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2.7 Péptidos, moléculas con potencial bioactividad

Como se menciono anteriormente, los compuestos quimioterapéuticos utilizados hasta la fecha frente
al parasito C. rogercresseyi, han generado resistencia en distintos grados. Sin embargo, este fendémeno
no es exclusivo de este parasito, sino que se comparte por la mayoria de agentes patogenos. Es por
esto que surge la necesidad de biisqueda de nuevas moléculas que tengan potencial actividad y que

disminuyan la generacion de resistencia.

En este contexto, los péptidos antimicrobianos, que corresponden a pequeiias moléculas naturales que
forman parte de la inmunidad innata y actiian destruyendo las membranas de bacterias, virus y otros
patdgenos; surgen como una alternativa que podria cambiar el enfoque para el manejo de la
caligidosis en la acuicultura del salmon. Gracias a sus propiedades unicas, los péptidos han
demostrado un gran potencial para combatir patogenos (Cardenas et al., 2020; Chaturvedi et al., 2020;
Leon et al., 2020; Valero et al., 2020), con una menor probabilidad de generar resistencia en
comparacion con los tratamientos convencionales (Chaturvedi et al., 2020). Existen informes sobre
péptidos dirigidos contra parasitos, pero la mayoria se centra en Apicomplexa y Trypanosomatida
(El-Dirany et al., 2021; Ribeiro et al., 2023; Rivera-Fernandez et al., 2022). Por ejemplo, en la base
de datos de péptidos antiparasitarios, describen que de las 863 de estas moléculas (Mehta et al., 2014),
el 67% corresponden a péptidos dirigidos a parasitos del género Apicomplexa, siendo Plasmodium el
mas representado. El 30% esta dirigido a Leishmania y Trypanosoma, y las entradas restantes apuntan

a otros géneros, incluyendo Schistosoma, un parasito helminto capaz de expresar actividad de AChE.

Los péptidos también han sido estudiados como inhibidores enzimaticos. En el caso de la AChE,
debido a su relacién con enfermedades neurodegenerativas, existen numerosos estudios sobre
péptidos disefiados para inhibir esta enzima con resultados prometedores (Asen & Aluko, 2022;

Prasasty et al., 2018; Sanchis et al., 2020; Siano et al., 2017).

Recientemente, se ha publicado un trabajo que describe la capacidad del péptido hepcidina en afectar
hasta en un 50% a C. rogercresseyi en estadio nauplius II (Santana et al., 2024). Mientras que Alvarez
y colaboradores describen la actividad de cuatro péptidos contra el estadio copepodito de C.
rogercresseyi (Alvarez et al., 2024). Esto confirma que la utilizacién de péptidos, podria ser una

estrategia prometedora para combatir la caligidosis.
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En este contexto, los péptidos seleccionados para la presente investigacion fueron obtenidos a partir
del mucus de Salmo salar, ya que representa una fuente rica en moléculas bioactivas con funciones
inmunoldgicas. La eleccion de esta matriz biologica se baso en antecedentes previos documentados
por Faeste et al. (2020a), quienes caracterizaron péptidos y proteinas derivados del mucus con
potencial actividad antiparasitaria. Esta seleccion se justifica ademas en el hecho de que, en peces, la
piel y las branquias constituyen las principales barreras epiteliales expuestas al entorno, actuando
como la primera linea de defensa frente a agentes patogenos. Diversos estudios han demostrado que
el mucus que recubre estas superficies contiene proteinas, péptidos antimicrobianos, enzimas y otros
componentes con propiedades inmunoprotectoras, lo que lo convierte en una fuente relevante para la
identificacion de nuevas moléculas terapéuticas (Angeles Esteban, 2012; Ellis, n.d.; Subramanian et

al., 2007).

2.8 Produccion de péptidos antimicrobianos por sintesis quimica

Los péptidos pueden ser obtenidos de fuentes naturales pero requieren procesos sofisticados de
extraccion y purificacion. Ademas, presentan numerosos problemas en el producto final, como baja
produccion, falta de estabilidad, poca tolerancia a concentraciones de sal y alta toxicidad debido a la
naturaleza de sus secuencias. Estos factores dificultan su uso a gran escala, lo que hace que la sintesis
quimica sea relevante como herramienta para la produccion de péptidos bioactivos (Erdem
Biiyiikkiraz & Kesmen, 2022). Se han desarrollado muchos métodos para la produccion, pero la
sintesis quimica en fase s6lida (SPSS, por sus siglas en inglés) se ha convertido en la mas utilizada desde
su desarrollo por Merrifield en 1963 (Merrifield, 1963). Esta estrategia permite realizar
modificaciones o crear nuevas secuencias con un mayor potencial bioactivo. La ventaja de este
proceso es que las impurezas causadas por reacciones incompletas o secundarias en el proceso de
sintesis, son facilmente identificadas y eliminadas mediante un proceso de purificacion (Petrou &
Sarigiannis, 2018; Wang et al., 2022).

Una vez obtenidos los péptidos activos, es posible realizar diversas modificaciones en la secuencia
para potenciar su efecto, aumentar la estabilidad o reducir los costos de produccion a gran escala.
Entre las principales modificaciones se encuentran: la reduccion en el tamafo de una secuencia;
modificaciones en la cadena lateral de aminoacidos para mejorar la actividad biologica de los
péptidos; péptidos miméticos; y la ciclacion de péptidos (Chen & Jiang, 2023; Magana et al., 2020).
Por ejemplo, para mejorar la estabilidad proteolitica del péptido, la estrategia mas utilizada es la
sustitucion de L-aminoacidos por D-aminoacidos, especialmente en sitios proteolitico, lo cual permite

aumentar la vida media del péptido (Huang et al., 2014). Estas y otras modificaciones, son una
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realidad gracias a los avances que se han desarrollado en el campo de la sintesis de péptido en fase

solida, donde la metodologia Fmoc/tBu, destaca como la mas utilizada en la actualidad.

2.9 Sintesis de péptidos en fase solida

En los inicios, la sintesis quimica de péptidos se realizaba en solucion, sin embargo, con la
introduccion SPPS, esta tecnologia comenz6 a ganar relevancia y ha avanzado significativamente,
volviéndose cada vez mas versatil (Guzman et al., 2007). Actualmente, la sintesis quimica es la
técnica mas apropiada para la sintesis de péptidos pequefios o medianos, entre 5 y 80 residuos
(Guzman et al., 2007, 2021a, 2023). La SPPS consiste en la elongacion de una cadena peptidica
anclada a un soporte sélido mediante la adicion sucesiva de aminoacidos, que se unen a través de

enlaces amida (enlaces peptidicos).

En esta técnica, el primer aminoacido de la secuencia, desde el extremo carboxi-terminal, se une
covalentemente a una resina solida por su grupo carboxilo, mientras que su extremo amino se protege
de forma reversible. Esta proteccion se retira mediante la reaccion de desproteccion, para que el grupo
amino esté disponible para reaccionar con el extremo carboxilo previamente activado del siguiente
aminoacido de la secuencia “reaccion de acople”. Asi, la cadena peptidica se sintetiza
progresivamente, un aminoacido a la vez, mediante reacciones sucesivas de desproteccion y acople.
Las cadenas laterales de los aminoacidos estan previamente protegidas con grupos adecuados para
evitar reacciones indeseables durante la formacion del enlace peptidico. Una vez acoplados todos los
aminoacidos de la secuencia deseada, se desprotegen las cadenas laterales y el péptido se libera de la
resina bajo condiciones acidas fuertes, obteniéndose asi en su forma libre soluble (Albericio, 2004).
Aunque hay una gran variedad de excelentes grupos protectores de las funciones amino, en la sintesis
de péptidos se utilizan casi exclusivamente los grupos ter-butiloxicarbonilo (t-Boc) y 9-

fluorenilmetoxicarbonilo (Fmoc), como metodologia de sintesis en fase so6lida (Albericio, 2000).

Cuando se emplea el grupo t-Boc, se utilizan protectores tipo bencilo (Bzl) para las funciones de las
cadenas laterales, dando lugar a la metodologia conocida como t-Boc/Bzl (Tam et al., 1983). Por otro
lado, cuando se emplea el grupo Fmoc como proteccion de la funcion amino, se utilizan protectores
basados en el grupo ter-butilo para las cadenas laterales, dando lugar a la estrategia Fmoc/tBu, que es

la mas usada en la actualidad (Wellings & Atherton, 1997) como se ilustra en la Figura 4.
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Figura 4: Esquema general de la sintesis de péptidos en fase solida. El primer paso consiste en la desproteccion
del grupo Fmoc del liker de la resina (Paso 1). Luego el aminoacido protegido en N-a se acopla desde el grupo
carboxilo a la resina (Paso 2). El péptido deseado se ensambla de manera lineal desde el C-terminal hasta el N-
terminal mediante ciclos repetitivos de desproteccion del grupo Fmoc en el N-a (Paso 3). Después de completar
la sintesis (Paso 4), los grupos protectores de las cadenas laterales de los aminoacidos (GP) son eliminados

durante la clivaje del péptido obteniendo el péptido deseado (Paso 6).
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2.10  Modelo predictivo QSAR

Actualmente, los bioensayos son el Unico método disponible para medir la sensibilidad de C.
rogercresseyi en Chile (Agusti et al., 2016; Kazemi et al., 2012; Marin et al., 2015), en donde los
parasitos vivos estan expuestos a un rango de concentraciones de productos quimicos, durante un
tiempo determinado, y luego de la exposicion, se registra el nimero de parasitos muertos o
inmovilizados (Helgesen et al., 2014). Sin embargo, los bioensayos son laboriosos y al considerar un

gran numero de desafios, resulta casi imposible de abordar (Kaur et al., 2015a; Robertson et al., 1995).

Frente a esta limitante, es que los métodos basados en bioinformatica han adquirido gran énfasis para
el disefio y la prediccion de nuevas moléculas con bioactividad, siendo una de las areas mas
desafiantes en las ciencias, ya que favorece considerablemente el hecho de acotar las pruebas

bioldgicas y bioensayos en laboratorios al tener un método de seleccion previa.

Bajo esta mirada, el disefio y la prediccion de bioactividad, potencialmente favoreceria la selectividad
al escoger un numero menor de moléculas teoricas bioactivas, en este caso péptidos, que se deban
someter a bioensayos, , reduciendo el nimero de test in vitro o in vivo para encontrar el que presentaria

una mejor bioactividad (Abbasitabar & Zare-Shahabadi, 2012).

Este gran desafio lo ha protagonizado la bioinformatica, ya que se han vuelto cada vez mas populares
en el diseno de péptidos, particularmente el estudio cuantitativo de la relacion estructura-actividad
(QSAR). Los modelos QSAR corresponden a una herramienta estadistica ampliamente cotizada que
utiliza una funcién matematica para resumir la relacion entre las actividades biologicas de un conjunto
de compuestos y sus caracteristicas estructurales en funcion de descriptores moleculares (Abbasitabar
& Zare-Shahabadi, 2012, 2017; Zare-Zardini et al., 2013). En los modelos QSAR se utilizan
descriptores quimicos basados en propiedades de las moléculas que pueden provenir de multiples
aproximaciones, desde indice topologicos (Leszczynski, 2017; Shirakol et al., 2019) hasta
propiedades electronicas (Oluwaseye et al., 2020), los cuales son representativos de las caracteristicas
moleculares relacionadas con la actividad relevante. Recientemente, se han introducido nuevos
enfoques QSAR que mejoran atin mas el estudio de las actividades. Sin embargo, los modelos QSAR
construidos deben ser probados y validados por su eficiencia y uso practico. Cada modelo QSAR es
especifico, por lo tanto no puede ser aplicado de manera universal, sin embargo, su alta precision y

eficacia le otorga un futuro prometedor en el disefio de farmacos.
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Hoy en dia los modelos QSAR se han establecido con éxito para péptidos inhibidores de la enzima
convertidora de angiotensina (ECA) (Deng et al., 2017), péptidos antioxidantes (Chen et al., 2018),
péptidos antimicrobianos (Vishnepolsky et al., 2018), péptidos antitumorales (Radman et al., 2011),
entre otros. En base a lo ya mencionado, un modelo QSAR desarrollado para péptidos antiparasitarios

capaces de inhibir la enzima AChE seria de gran utilidad en esta area.
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La industria de la salmonicultura chilena enfrenta pérdidas econdmicas significativas debido al
parésito C. rogercresseyi. A pesar del uso de diversos farmacos, la resistencia de este parasito ha
generado tanto costos elevados como dafios ambientales debido a los residuos en el mar. Por lo tanto,
es crucial desarrollar nuevas estrategias de control, como el disefio de péptidos con mecanismos de
accion de inhibicion de la enzima acetilcolinesterasa como objetivo terapéutico, complementado con

un modelo QSAR para optimizar la seleccion de péptidos con actividad antiparasitaria.

3 Hipotesis

Péptidos con actividad inhibitoria de la enzima acetilcolinesterasa seleccionados por un modelo
QSAR y mejorados a través de modificaciones quimicas, incrementan su efecto de letalidad en el

parasito Caligus rogercresseyi.

4 Objetivos

4.1  Objetivo general

Evaluar y mejorar quimicamente la letalidad de péptidos inhibidores de la enzima acetilcolinesterasa

de Caligus rogercresseyi seleccionados mediante un modelo QSAR.

4.2 Objetivos especificos

1. Seleccionar péptidos inhibidores de la enzima acetilcolinesterasa de Caligus rogercresseyi
mediante un modelo QSAR.

2. Evaluar la letalidad in vitro de péptidos seleccionados contra el parasito Caligus
rogercresseyi.

3. Evaluar la actividad inhibitoria de los péptidos seleccionados contra la enzima
acetilcolinesterasa de Caligus rogercresseyi.

4. Aumentar la efectividad de los péptidos seleccionados contra el parésito Caligus

rogercresseyi mediante modificaciones quimicas en la secuencia peptidica.
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5  Materiales y Métodos
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Figura 5: Esquema resumido del flujo de trabajo para cada objetvo desarrollado. Seleccion de péptidos
potenciales inhibidores de la enzima AChE a partir de modelo QSAR (Objetivo 1), sintesis, caracterizacion y
evaluacion de actividad antiparasitaria, actividad citotoxicidad (Objetivo 2) y actividad inhibitoria de la enzima
AChE de C. rogercresseyi (Objetivo 3). Modificaciones en la secuencia aminoacidica para potenciar la

efectividad del peptido seleccionado (Objetivo 4).
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5.1  Secuencias peptidicas presentes en mucus de Sa/mo salar

Se gener6 una base de datos interna de un total de 959 péptidos Unicos para ser analizados como
potenciales agentes antiparasitarios inhibitorios de la enzima AChE (Tabla S2 y S3). Estos péptidos
fueron obtenidos del mucus de Salmo salar, previamente documentadas en la literatura por Faeste y
col (Faeste et al., 2020a), ya que se considero que la primera linea de defensa de los peces en respuestas
ante enfermedades producidas por parasitos, corresponde a la piel y las branquias (Alvarez-Pellitero,
2008; Huttenhuis et al., 2006). Asi, se incluyeron secuencias obtenidas mediante hidrolisis in silico
que fue realizada con las enzimas quimotripsina, tripsina y pepsina en el servidor Biopep

(https://biochemia.uwm.edu.pl/biopep-uwm/). Esto nos permitio predecir todos los posibles péptidos

hidrolizados a partir de las secuencias obtenidas de Uniprot (https://www.uniprot.org/).

Para ser usadas estas secuencias en el modelo QSAR, la notacion de aminoacidos de una letra fue
transformada al Sistema Molecular de Introduccién Lineal Simplificada (SMILES), mediante la

herramienta PepSMI en el servidor https://www.novoprolabs.com/tools/convert-peptide-to-smiles-

string, de tal manera de obtener la notacion lineal para codificar cualquier estructura molecular.

5.2 Identificacion de péptidos potenciales inhibidores de AChE

Por otro lado, se utiliz6 el software gratuito CORAL (http://www.insilico.eu/coral) que nos permitid

generar el modelo QSAR para predecir péptidos potenciales inhibitorios de la enzima AChE
utilizando la representacion SMILES de cada compuesto como entrada. Para construir el modelo, se
recopilaron 69 compuestos con actividad reportada como inhibidores de AChE (Tabla S4) obtenidos

a partir de la base de datos (https://www.bindingdb.org/rwd/bind/index.jsp). Estos 69 compuestos se

dividieron aleatoriamente en un conjunto de entrenamiento (aproximadamente 40%), un conjunto de
entrenamiento invisible (aproximadamente 40%), un conjunto de calibracion (aproximadamente
10%) y un conjunto de validacion externa (aproximadamente 10%).

El descriptor SMILES o6ptimo para la generacion del modelo se calcul6 utilizando la ecuacion 1:

DCW(T,N) = a Y.CW(Sy) + BYCW(SS,) +y X CW (SSSi) + z- CW(BOND) (1)

Para los parametros T (nimero de la corrida del modelo) y N (umbral minimo de aparicion de
fragmentos), se utilizaron los valores predeterminados del programa. Sk corresponde a un simbolo de

atomo en el SMILES, SSk y SSSk corresponden a dos o tres simbolos de atomos, respectivamente. El

27


https://biochemia.uwm.edu.pl/biopep-uwm/
https://www.novoprolabs.com/tools/convert-peptide-to-smiles-string
https://www.novoprolabs.com/tools/convert-peptide-to-smiles-string
http://www.insilico.eu/coral
https://www.bindingdb.org/rwd/bind/index.jsp

indice BOND corresponde a la presencia o ausencia de enlaces quimicos en tres categorias: dobles,
triples y estereoespecificos (Benfenati et al., 2011; Toropov, Barnes, et al., 2023; Toropov, Toropova,
et al., 2023). Tras este analisis, se evaluaron las 959 secuencias peptidicas y mediante este modelo
QSAR se seleccionaron los 21 péptidos (< 2 %) con mayor actividad inhibidora de AChE para su

posterior analisis.

5.3 Sintesis, purificacion y caracterizacion de péptidos seleccionados

5.3.1. Buenas practicas de manufactura

La sintesis de péptidos, fue realizada bajo las buenas practicas de manufactura, siguiendo
Procedimientos Operativos Estandares (POE). Todo el proceso fue supervisado por un ejecutor y un
supervisor, garantizando el cumplimiento de las normativas. El manejo de reactivos quimicos se
realiza con las medidas de seguridad necesarias, incluyendo el uso de cabinas de extraccion para
solventes, guantes de nitrilo, lentes de seguridad y bata de laboratorio. Todos los solventes se
depositan en contenedores adecuados y son gestionados por una compafiia especializada. Los
desechos de los solventes se eliminan por separado, esto es DMF de los compuestos halogenados

como el DCM, asi como del éter y TFA.

5.3.2. Protocolo de sintesis de péptidos

Una vez seleccionadas las secuencias de los péptidos, se procedio a la sintesis quimica mediante la
estrategia Fmoc, empleando el método conocido como “Tea-bag” (Guzman et al., 2021). En 1985,
Houghten describi6 esta metodologia que ha facilitado la sintesis simultanea de un gran niimero de
péptidos. Utilizando esta metodologia (Figura 6), los 21 péptidos se sintetizaron individualmente en
pequefias bolsas de polipropileno numeradas que contenian 40 mg de resina Rink Amida de
sustitucion 0,59 meq/g (Guzman et al., 2021). Los pasos comunes, como la desproteccion y los
lavados sucesivos, se realizaron en el mismo contenedor, mientras que los ciclos de acoplamiento se
llevaron a cabo por separado con el correspondiente aminoacido activado. El proceso de sintesis
continuo a través de ciclos de lavado, desproteccion y acoplamiento hasta que la sintesis se completo
(Houghten, 1985). Esta metodologia ha demostrado ser de gran utilidad en la sintesis multiple
simultanea, permitiendo la produccion de muchos péptidos a la vez, especialmente péptidos analogos,

reduciendo considerablemente el uso de reactivos al emplear soluciones comunes en multiples pasos.
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Figura 6: Esquema de sintesis en fase s6lida Fmoc por la metodologia “Tea bag”.
5.3.3. Purificacion de los péptidos sintetizados

Los péptidos crudos se purificaron usando columnas de extraccion preparativa Clean-Up®
CEC18153 (UCT, Bristol, PA, USA). Estas columnas C18 permiten separar moléculas de diferente
hidrofobicidad, eluyendo con porcentajes ascendentes de acetonitrilo (ACN) en agua. Las moléculas
hidrofilicas, eluyen con agua y mientras se va aumentando el porcentaje de ACN, comienzan a eluir
las moléculas de acuerdo a su hidrofobicidad. La fase estacionaria C18 fue activada con metanol
grado HPLC antes de ser cargada con una solucion de péptido crudo, el cual fue eluido en fracciones
sucesivas de agua y soluciones de ACN al 10%, 12,5%, 15%, 17,5%, 20%, 25%, 30%, 60% y 100%.
Para una elucion final y lavado de la columna se utiliz6 metanol al 100%. E1 ACN de las fracciones
puras se evapor6 utilizando un concentrador SpeedVac, dejando el péptido disuelto en agua. Estas

fracciones fueron congeladas a -80°C y posteriormente liofilizadas.
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5.3.4. Cromatografia liquida de alta resolucion en fase reversa (HPLC)

El grado de pureza de los péptidos sintetizados se determiné mediante HPLC en fase reversa,
utilizando un cromatégrafo con detector UV-2075 Plus, bomba cuaternaria PU-2089 Plus y
autosampler AS-2055 Plus (Jasco Corp., Tokyo, Japan), con una columna XBridgeTM BEH C18
(100 x 4,6 mm, 3,5 pm) (Water Corp., Milford, MA, USA) utilizando un gradiente de 0 — 70% de
solvente B (acetonitrilo con 0,05% TFA) versus solvente A (agua con 0,05% TFA), con un flujo de
I mL/min en 8 min y deteccion a 220 nm. Los cromatogramas fueron obtenidos utilizando el
programa ChromNAV Chromatography Data System Build 4 (Version 2.02.05, JASCO Corp.,
Tokyo, Japan) (Guzman et al., 2021a).

5.3.5. Caracterizacion por espectrometria de masas

La espectrometria de masas fue usada para confirmar el peso molecular de cada péptido obtenido,
utilizando ionizacion por electrospray (ESI-MS) con un cromatégrafo liquido LCMS-2020 ESI-MS
(Shimadzu Corp., Kyoto, Japon), mediante un gradiente 10-100% acetonitrilo en 12 minutos. En esta
metodologia, el péptido se inyectd disuelto en agua, en una cantidad de 5 pg. Luego de pasar por el
equipo ULFC, donde se obtiene un cromatograma, entran a la interfase ESI donde son volatilizados,
ionizados y fragmentados. Estos viajan por un sistema octapolo hasta el detector de masas. Debido a
la interfase que se usa, el espectro de masa muestra los peaks correspondientes a los distintos valores
de m/z del péptido de acuerdo a su capacidad de protonacion. La adquisicion y analisis de las muestras
se realizo usando el programa Lab Solutions v5.42 SP3 (Shimadzu Corp., Kyoto Japon) (Guzman et
al., 2021b).

5.3.6. Determinacion de la estructura secundaria por Dicroismo Circular

La determinacion de la estructura secundaria de los péptidos sintetizados se realiz6 por espectroscopia
de dicroismo circular (CD), se utilizé un equipo Jasco J-815 Spectrometer acoplado con un Peltier
Jasco CDF426S/15 para control de temperaturas (Jasco Corp., Japon) en el rango ultravioleta (190-
250 nm), utilizando cubetas de cuarzo de 0.1 cm de longitud de trayectoria y 1 nm de ancho de banda
a 0,5 nm de resolucion. La preparacion de la muestra se realizo disolviendo el péptido en agua Milli-
Q auna concentracion de 2mg/mL. En una cubeta de cuarzo se agregaron 35 pL de péptidoy 215 pL.
de 2,2,2-trifluoroetanol al 30% con agua (TFE30%) (Merck). Cada espectro se registr6 como un

promedio de tres repeticiones de exploracion continua con una velocidad de exploracion de 50
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nm/min y un tiempo de respuesta de 1 s. El blanco de la contribucion del disolvente se rest6 de cada
espectro de la muestra. Los datos obtenidos que proporcioné el equipo se encontraban en grados de
CD vy se transformaron a elipticidad molar de acuerdo a la concentracion del péptido utilizado,

finalmente se obtuvieron las graficas de elipticidad molar (©) v/s longitud de onda (nm).

5.4  Ensayos antiparasitarios contra C. rogercresseyi

5.4.1. Cultivo de la etapa de naupliu de C. rogercresseyi

Se recolectaron hembras ovigeras de C. rogercresseyi de Salmo salar infectados con el patdgeno. La
seleccion de hembras se baséd en su desarrollo, prefiriendo aquellas que presentaban pigmentacion
oscura (que varia de marron a negro), indicando un estadio avanzado de desarrollo y proximidad a la
eclosion. Las cadenas de huevos se criaron en un tanque coénico con movimiento continuo de agua de
mar asistido por aireacion en el fondo. Tras la eclosion, las larvas se separaron de las cadenas no
eclosionadas y se cultivaron hasta su uso en bioensayos. Los nauplius utilizados fueron utilizados en

etapa de naupliu II confirmada mediante un microscopio optico (Carl Zeiss NT Stab).

5.4.2. Evaluacion inicial in vitro de letalidad de los péptidos contra C. rogercresseyi

La determinacion in vitro de la actividad antiparasitaria contra C. rogercresseyi consistio en realizar
bioensayos de letalidad, utilizando una malla de 120 pm con un volumen reducido de agua de mar,
para concentrar y obtener el stock de parasitos que posteriormente se distribuyo en placas 96 pocillos
de fondo plano utilizando una mini-malla con la ayuda de una micropipeta, tal como lo muestra el

esquema del procedimiento en la Figura 7.

La metodologia del bioensayo de letalidad con larvas de parasito tenia como objetivo determinar el
porcentaje de individuos vivos con cada péptido para determinar los posibles péptidos bioactivos. El
efecto antiparasitario de 21 péptidos se evalud en una primera instancia a una tinica concentracion de
100 uM en agua de mar filtrada, inoculando 100 pL de la solucion en cada uno de los 96 pocillos que
contenian 1 parasitos en cada uno. Se utiliz6 agua de mar filtrada como control negativo y azametifos
a 0,1 ppm como control positivo. Los bioensayos y el mantenimiento de las placas se realizaron a
12°C, y los efectos se evaluaron en 12 muestras para cada péptido mediante tres réplicas del

experimento.
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Se realizaron lecturas cada 24 horas utilizando un microscopio estereoscopico (modelo Euromex
NexiusZoom NZ.1903P) y un microscopio optico (Carl Zeiss NT Stab), y el efecto sobre el parasito
se evalu6 categorizandolos como vivos o muertos. "Vivo" se referia a nauplius nadando activamente
en la columna de agua (Santana et al., 2024b) , “muerto"” indicaba la ausencia de nado, movimiento

de apéndices, 6rganos o sistema digestivo.

1.- Cultivo de larvas Naupliu en aireacion continua 2.- Distribucion de larvas en placa
= de 96 pocillos

Naupliu

4.- Incubacion durante 5.- Lecturas a las
60ha12°C 12,36 y 60h

— Péptido AS4519
19191 < Péptido AS4520
Vaval < Péptido AS4521
D=9 Péptido AS...
So800E0

=044 e(%)

Figura 7: Esquema del procedimiento para el screening de actividad antiparasitaria de los péptidos contra C.

rogercresseyi in vitro.

5.4.3. Evaluacion in vitro de dosis respuesta de los péptidos seleccionados contra C. rogercresseyi

Al tener una primera aproximacion de la actividad antiparasitaria con la evaluacion inicial, se
procedio con la determinacion in vitro de dosis respuesta de los cuatro péptidos seleccionados. El

efecto antiparasitario se evalué como % de letalidad en placas de 96 pocillos a las concentraciones
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de 200, 150, 100 y 50 uM para cada péptido. Se realizaron 12 replicas para cada condicion, con 1
parésitos por pocillo y se utilizé agua de mar filtrada como control negativo y azametifos como
control positivo a 0,1 ppm. Las lecturas fueron realizadas tras las 6, 24, 48, 72 y 96 h de exposicion,

teniendo las mismas consideraciones mencionadas en la seccion 5.4.2.

5.5 Evaluacion de la actividad hemolitica de los péptidos seleccionados

La actividad hemolitica se evalu6 empleando globulos rojos obtenidos de sangre fresca de salmon,
siguiendo el protocolo descrito por Santana et al. (Santana et al., 2021). La solucion de eritrocitos se
combiné en una proporcion 1:1 con soluciones de los péptidos AS4525, AS4528, AS4531 y AS4532,
a concentraciones de 5, 10, 50 y 100 uM. La muestra de sangre con anticoagulante se mezcld por
inversion y se adicion6 a un tubo falcon de 15mL, luego se centrifugé a 2000g por 10 min a 4°C tal
como lo muestra el procedimiento en la Figura 8. Se eliminé el sobrenadante y se resuspendio en un
volumen equivalente de tampoén salino fosfato (PBS) 1X (pH 7,4), se repitio este ciclo de lavado 3
veces y el pellet final se resuspendié a una concentracion de ~6x10® células/mL. Después en un tubo
eppendorf se agregaron 65 pL de la suspension de hematocritos y 65 pl de péptido y se dejo incubar
por 1hr a 18°C en agitacion suave (100 rpm). Los controles utilizados fueron: Control 0% hemolisis:
65 pL de suspension de eritrocitos y 65 pL de PBS 1X. Control 100% hemolisis: 65 uL. de suspension
de eritrocitos y 65 uL de 0,5% v/v Triton X-100. Pasado el periodo de incubacion, la mezcla del
péptido con los eritrocitos se centrifugd a 3000g por 5 min, se recuperaron 80ulL de sobrenadante y
se agregaron a una placa de 96 pocillos con 80 pL de agua Milli-Q para medir su absorbancia a 540

nm. Finalmente, la actividad hemolitica se determin6é por medio de la siguiente ecuacion:

Abs péptido—Abs 0%
Abs 100% —Abs 0%

%Hemolisis = x 100 )

Donde, Abs péptido = Absorbancia de péptidos, Abs 0% = Absorbancia Control 0% hemdlisis y Abs
100% = Absorbancia Control 100% hemdlisis.
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Evaluacion de la Actividad hemolitica en eritrocitos de Sa/mo salar

20009/ 10"/ x3 PBS:Eritrocitos (10:1)

% 0 65pl of muestra + 651 péptido
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Figura 8: Esquema del procedimiento de la actividad hemolitica de los péptidos seleccionados en eritrocitos de

Salmo salar in vitro.

5.6  Ensayo de Citotoxicidad en células RTgill mediante WST-1

La citotoxicidad inducida por péptidos sintetizados se evaluo en células RTgill-W1, una linea celular
epitelial derivada de branquias de trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss), ampliamente utilizada
como modelo in vitro en toxicologia acuatica, ya que las branquias son un 6rgano de contacto directo

con el medio ambiente acuatico.

Las células se cultivaron en medio Leibovitz’s L-15, suplementado con 10% de suero fetal bovino
(FBS). Para analizar la viabilidad celular tras la exposicion a los péptidos, se utiliz6 el kit WST-1
Cell Proliferation Assay (Jimeno-Romero et al., 2021) (Roche, Sigma-Aldrich), una herramienta
analitica colorimétrica basada en la reduccion enzimatica del reactivo tetrazolio por células
metabolicamente activas, lo que genera un compuesto formazan soluble cuya absorbancia es

proporcional al niimero de células viables.

Una vez alcanzada la confluencia necesaria, se realizo la tripsinizacion para desprender las células
adheridas, seguida del conteo celular en una camara de Neubauer utilizando 7ripan Blue para evaluar
la viabilidad. Las células viables se ajustaron a una concentracion de 7,0 x 10* células/mL con medio

de cultivo y se sembraron 100 pL por pozo en placas de 96 pocillos. Se establecieron tres condiciones
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experimentales: control negativo (células sin tratar + 100 pL de medio), control positivo (c€lulas +
100 pL. de DMSO al 10% en medio) y tratamiento con péptido (células + péptido disuelto en medio).
Todos los tratamientos se realizaron por triplicado. Las células se dejaron adherir durante 24 horas a
19 °C, tras lo cual se afiadieron 10 uL del péptido a las concentraciones de 100, 200 y 400 uM, y se
incubaron durante 24 y 48 horas. Luego, se agrego6 10 pL del reactivo WST-1 y se incub6 nuevamente
por 4 horas a 19 °C. Finalmente, la absorbancia se midi6é a 450 nm utilizando un lector de microplacas,
y los resultados se analizaron y graficaron mediante el software GraphPad Prism 9.0 (GraphPad

Software, Inc.).

5.7 Caracterizacion de la enzima Acetilcolinesterasa

De acuerdo al enfoque de nuestro estudio, asociado a la inhibicion de AChE, resulta indispensable la
caracterizacion de esta enzima. Para lograrlo, se recopilaron secuencias y modelos estructurales de
AChE de diversas especies, entre ellas C. rogercresseyi, Lepeophtheirus salmonis, Salmo salar,
Onchorynchus mykiss, Onchorhynchus kisutch, Salmo trutta, Cyprinus carpio, Amphiprion ocellaris,
Electrophorus electricus, Mus musculus, Homo sapiens, Tetronarce californica y Plutella xylostella
de la base de datos Uniprot, como se detalla en la Tabla S1. Ademas, se incorporo la secuencia de
una variante de la enzima para C. rogercresseyi segin lo reportado en la literatura (Agusti-Ridaura et

al., 2018).

5.8  Analisis de docking de los péptidos seleccionados con AChE

Para esclarecer el mecanismo de accion de los péptidos, se realizé un analisis de docking ciego a

través del servidor HPEPDOCK (Zhou et al., 2018) (http://huanglab.phys.hust.edu.cn/hpepdock/).

Para ello, se utilizaron las estructuras de las variantes de AChE de C. rogercresseyi generadas con
Alphafold como receptor y las secuencias de los péptidos seleccionados como ligandos. El analisis
post-docking se realizdo con Chimera UCSF (Pettersen et al., 2021), para seleccionar los complejos
en que los péptidos se dirigian al sitio activo de la enzima. Los complejos seleccionados fueron
analizados a través del servidor PRODIGY (Xue et al., 2016). Como control comparativo, se trabajo
también con azametifos, obteniendo su estructura de Pubchem CID 71482, y utilizando el servidor
ReverseDock (Krause et al., 2023), ya que permite usar un ligando con varios receptores, y de esta

manera se evaluaron las variantes de AChE C. rogercresseyi.
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5.9  Obtencion de un extracto enzimatico de AChE de C. rogercresseyi

El extracto enzimatico de AChE se realizo segiin Herrera et al. (Herrera et al., 2015). Los parasitos
en etapa adulta de C. rogercresseyi, previamente lavados con agua de mar filtrada y secados, se
homogenizaron utilizando un mortero manual en PBS 0.1 M (pH 7,4) a una concentracion de 0.1
g/mL de extracto de parasito en buffer. El material homogeneizado se centrifugd a 5000 rpm durante
20 minutos a 4°C, y se recolectd el sobrenadante. Este extracto enzimatico se almacend en

condiciones de congelacion a -20°C hasta su utilizacion.

5.10 Inmunodeteccion de AChE en el extracto enzimatico de C. rogercresseyi

Para confirmar la presencia de AChE en la muestra de extracto enzimatico de C. rogercresseyi, se
cargaron 15 pg de proteinas totales en un gel SDS-PAGE al 8%. La AChE comercial de
Electrophorus electricus (Merck KGaA, Darmstadt, Alemania) se utilizO como control positivo,
cargando 1y 1,5 pg. Por otro lado, se realizé un dot blot en una membrana de nitrocelulosa, donde
se cargaron 4 ug del extracto enzimatico. Como control positivo se utilizo la enzima comercial E.
electricus, y albumina sérica bovina (BSA) como control negativo. Posteriormente, las membranas
se bloquearon con 3% de BSA en PBS durante 1h a 37°C; se lavaron tres veces con PBS-0,05%
Tween, y se incubaron con una dilucion 1:1000 de anticuerpo primario anti-AChE producido en
conejo (Merck KGaA, Darmstadt, Alemania) durante 1,5 horas a 37°C. Después de tres lavados con
PBS-0,05% Tween, se afadi6 anticuerpo secundario anti-IgG de cabra (H+L), conjugado con HRP
(peroxidasa de rabano picante) (Thermo) en dilucién 1:5000 e incubado a 37°C durante 60 minutos.
Finalmente, la membrana se reveld con el kit de quimioluminiscencia ECL Pierce™ (ThermoFisher).
Para complementar los resultados, se utilizo un ensayo de transferencia Western blot para confirmar
la deteccion de la enzima AChE. Para esto se electrotransfirieron a la membrana 10 pg de la enzima
comercial E. electricus y 30 pug de extracto enzimatico y se bloquearon usando BSA al 3% en PBS
durante 1 h a 37°C. Posteriormente se siguieron los mismos pasos utilizados para el dot blot, es decir,
bloqueo de membrana, anticuerpo primario anti-AChE, anticuerpo secundario anti-IgG de cabra

(H+L), y finalmente, revelado con el kit de quimioluminiscencia.
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5.11 Determinacion de la actividad enzimatica de AChE en el extracto enzimatico de C.

rogercresseyi

Para determinar la actividad de AChE en el extracto enzimatico, se construy6 una curva estandar
utilizando una preparacion comercial de AChE de E. electricus conocida, expresada en unidades de
actividad (U/mL). La actividad enzimatica se evaluo utilizando el método de Ellman (Ellman et al.,
1961), en microplacas de 96 pocillos. Este método permite evaluar la actividad enzimatica mediante
la formacion de un producto amarillo, resultado de la interaccion entre el tiol liberado durante la
reaccion catalizada por la enzima y el reactivo DTNB (5,5'-ditiobis(2-nitrobenzoico), detectable a
415 nm. Se utilizo acetiltiocolina yodada (ATCI) a concentraciones 0,7; 0,35; 0,175; 0,116 y 0,0875
mM como sustrato, y acido 5,5'-ditiobis-(2-nitrobenzoico) (DTNB) a 1,5 mM como reactivo

colorimétrico. Los reactivos y los péptidos se disolvieron en PBS 0.1 M (pH 7,4).

Para construir la curva, se prepararon diluciones seriadas de la enzima comercial en un rango de
0,02 U/mL a 0,5 U/mL. Cada punto de la curva correspondié a la pendiente de la formacion de
producto frente al tiempo (V,). Los valores obtenidos se graficaron como V, (pendiente) frente a la
actividad enzimatica (U/mL), generando una recta calibrada cuya ecuacion permitié relacionar
directamente las unidades de actividad con la velocidad inicial. Posteriormente, se midio la actividad
enzimatica del extracto enzimatico bajo las mismas condiciones y los valores de V, obtenidos para el
extracto se interpolaron en la ecuacion de la recta de la curva estandar, lo que permitié determinar las
unidades de actividad en el extracto en términos de U/mL. Este valor se utiliz6 como referencia para
ajustar el volumen de extracto enzimatico en los ensayos de inhibicion, garantizando que las

reacciones se desarrollaran en el rango lineal del método.

5.12  Evaluacion del mecanismo de inhibicion enzimatica de los péptidos en AChE

Para determinar las constantes de inhibicion (K;) de los cuatro péptidos en la enzima AChE, se
realizaron ensayos cinéticos. En una placa de 96 pocillos, se incubaron 50 uL. de concentraciones
crecientes de cada péptido con 50 pL del extracto enzimatico y 50 uLL de DTNB durante 30 minutos
a 25°C. Posteriormente, se afadieron 100 pL de la solucion de sustrato, obteniendo concentraciones
finales de 25, 50, 100 y 200 pM para cada péptido. Se realizaron lecturas desde el momento de adicion
del sustrato a 415 nm durante 40 min utilizando un lector de microplacas. La concentracion del

producto final, tiocolina, se determind utilizando una curva estandar basada en la absorbancia medida.
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5.13 Calculo de las velocidades iniciales (Vo)

Las curvas de formacion de producto ([P]) v/s tiempo (t) obtenidas para cada concentracion de
sustrato ([S]) e inhibidor ([I]) se ajustaron a una linea recta en el intervalo inicial donde la reaccion
era lineal. La pendiente de cada recta se utiliz6 como la velocidad inicial (V,). Se aplicé una

correccion de fondo utilizando los valores de absorbancia de los blancos correspondientes.

5.14 Graficos de Lineweaver-Burk

Con los valores de V, y las concentraciones de sustrato ([S]), se generaron graficos de doble reciproco
(1/V, v/s 1/[S]) para cada concentracion de inhibidor. Para los datos obtenidos, se observo que las
rectas de Lineweaver-Burk convergian en el eje y (1/V,), lo que confirmé que el tipo de inhibicion
correspondia a inhibicién competitiva. Este comportamiento indica que el inhibidor compite
directamente con el sustrato por el sitio activo de la enzima, incrementando el valor aparente de Ky,
sin alterar Vmax. A partir de los graficos de Lineweaver-Burk, se determinaron los valores aparentes
de la constante de Michaelis-Menten para cada concentracion de inhibidor calculados a partir de la

pendiente de las rectas ajustadas, considerando la ecuacion 3:

Pendiente = VKap 3)

max

5.15 Grafico Secundario Kap v/s [I]

Los valores de K., se graficaron frente a las concentraciones de inhibidor ([I]). En el caso de la

inhibicion competitiva, la relacion entre Ko, y [1] sigue la ecuacion 4:

— ﬂ)
Kap = Km (1 tog) @
Este grafico gener6 una linea recta cuya pendiente esta directamente relacionada con la constante de

inhibicion K;. Los datos se ajustaron mediante analisis de regresion lineal permitieron obtener el valor

de K;para cada péptido.
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5.16 Caracterizacion quimica y funcional de los péptidos modificados

De acuerdo a los resultados obtenidos, se selecciond aquel péptido que presentd valor mas bajo de
Ki. A este péptido se le realizaron varias modificaciones para ser evaluado: se modifico la longitud
de la secuencia, se realizo un reemplazo con D-aminoacidos y se acetilo el extremo amino. Todas las
modificaciones fueron realizadas en el proceso de sintesis quimica del péptido, y fue corroborado
mediante la caracterizacion quimica, tal como se describid en la seccion 5.3. La caracterizacion
funcional se realizo por el ensayo de actividad antiparasitaria, seccion 5.4, se determiné la actividad

citotoxica, seccion 5.6 y finalmente la actividad inhibitoria de la enzima AChE, seccion 5.12.

5.17 Analisis estadistico

Para comparar los efectos antiparasitarios de los péptidos y las dosis evaluadas, se realiz6 un analisis
de varianza de dos vias (ANOVA), seguido de una comparacion de medias utilizando la prueba de
Tukey. En el caso de los analisis de citotoxicidad y hemolisis, se empled un ANOVA de una via,
seguido de una comparacion de medias utilizando la prueba de Tukey. Las diferencias
estadisticamente significativas se consideraron con un valor de p < 0,05. Todos los datos fueron
analizados y representados graficamente utilizando el software estadistico GraphPad Prism 9.0

(Graphpad software, Inc.).
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6 Resultados

6.1 Seleccion de potenciales péptidos inhibidores de AChE mediante modelo QSAR

Se generd un modelo QSAR tal como lo representa la Ecuacion 5, utilizando la seleccion de los 69

compuestos inhibidores de AChE reportados (Tabla Suplementaria S1).

ICso = 12,07(£0,197) + 0,28 (£0,006) * DCW (1.7) )

DCW corresponde a los descriptores calculados segiin lo indicado en la Seccion 5.2. El

comportamiento del modelo con los conjuntos utilizados para su construccion se muestra en la Figura

9. Como se puede observar, los valores de R? para los conjuntos de entrenamiento son superiores a

0,8, indicando una correlacion entre los valores experimentales y los valores predichos de 1Cs.

5 -
Conjunto de entrenamiento R2=0.86
Conjunto de entrenamiento invisible R?=0.93
Conjunto de calibracion R?>=0.73 o
o
©
B et e eaene
> e
s ult.
o 1,
3 r
(&) A
= '
3 07 $
L)
i
°
°
-10 || || || 1
-15 -10 -5 0 5

log(1/1C5,) experimental

Figura 9: Correlacion entre log (1/ICso0) predicho y experimental. Resultados obtenidos con los diferentes

conjuntos de datos utilizados para generar el modelo QSAR con CORAL. El valor de R? se indica para cada

conjunto de datos.
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Se incluyeron en el andlisis, un total de 959 péptidos provenientes del mucus de la piel del salmon.
Entre ellos, 20 eran péptidos previamente descritos en el mucus de la piel del salmon (Feaeste et al.,
2020b), mientras que los demas, fueron generados a través de hidrolisis in silico de proteinas del
mucus de Salmo salar utilizando las enzimas quimotripsina, tripsina y pepsina. Estos péptidos, con
longitudes que varian entre 9 y 20 residuos (Tablas Suplementarias S2 y S3), se utilizaron como datos
de entrada para el modelo QSAR con el fin de identificar péptidos con potenciales actividades
antiparasitarias basadas en la inhibicion de la actividad de AChE, resultando en un ICso predictivo.
Tras este analisis, se seleccionaron 21 péptidos con los valores de ICso mas bajos, para su sintesis
quimica y posterior prueba en ensayos experimentales. Estos péptidos se enumeraron de acuerdo a la

Tabla 2.

Tabla 2: Péptidos seleccionados segin el modelo QSAR con ICso predictivo de AChE.

Péptidos Secuencia ICso (uM) predictivo
AS4519 EDIKDRRTL 0,23
AS4520 MGPYTITYF 0,33
AS4521 CSDSTSDLEK 0,40
AS4522 GGQTGTGSTR 0,40
AS4523 ETKETKKEDL 0,42
AS4524 KPDPKPDGL 0,74
AS4525 MKGDYYRYL 0,77
AS4526 ERIASEASKL 0,78
AS4527 QEYDEAGPSIVHR 5,06
AS4528 DEPGHFVLPCAEEK 2,41
AS4529 AEERTGAPKIAKDY 0,95
AS4530 MSSGNAKIGQPAPQF 0,97
AS4531 SIQFVDWCPTGFK 4,90
AS4532 VHWYVGEGMEEGEF 7,62
AS4533 RVEDGDKVAVDPSSY 2,26
AS4534 MEYDESGPAIVHR 0,52
AS4535 MANYHKPDEKTL 3,86
AS4536 MANSIDAVKRKIKVL 1,96
AS4537 QEIPKGTKYQDF 0,01
AS4538 DVGVHWVILGHSER 78,30
AS4539 RQAIAERIKPVL 19,30
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6.2 Sintesis quimica y caracterizacion de los péptidos seleccionados.

Se sintetizaron los 21 péptidos con potenciales actividades antiparasitarias basadas en la inhibicion
de la actividad de AChE. La sintesis se realizo por el método “Tea bag” sintesis simultanea, y los
péptidos fueron caracterizados por HPLC y espectroscopia de masa UFLC-ESI-Masa obteniendo una
pureza mayor al 95% y su masa teorica corresponde a la masa reportada, como se puede corroborar
en la aparicion de sefiales con relacion masa/carga (m/z) coincidentes con las especies ionicas M+1,

M+2, M+3, de cada secuencia (Tabla S4).

6.3 Actividad antiparasitaria de péptidos sintéticos contra C. rogercresseyi

Se realizd un screening inicial de la actividad antiparasitaria evaluando la sobrevivencia de los
parasitos en el estadio nauplius II de C. rogercresseyi. El efecto sobre los parasitos se observo entre
12 y 60 h después del tratamiento, utilizando una unica concentracion de péptido de 100 uM (Figura
10). Tras las 60 horas de exposicion, no sobrevivieron parasitos tratados con los péptidos AS4525,
AS4528, AS4531 y AS4532. Ademas, los péptidos AS4531 y AS4532 mostraron una reduccion de

supervivencia a 44% y 8% respectivamente, después de 36 horas post-tratamiento (Tabla 3).
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Figura 10: Evaluacion de la supervivencia C. rogercresseyi en estadio nauplius. La figura muestra el porcentaje
de supervivencia de los parasitos tratados con péptidos a una unica concentracion de 100 uM. Se utilizé agua
de mar filtrada como control negativo y azametifos como control positivo a 0,1 ppm. La sobrevivencia en
naupliu fue evaluada después de 12, 36 y 60 h. Los datos se presentan como media = SD de experimentos
realizados por triplicado. Los péptidos que demostraron diferencias significativas en comparacion con el control

estan resaltados en rojo (* indica significancia con p < 0,05).
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Tabla 3: Porcentaje de supervivencia de C. rogercresseyi a lo largo del tiempo después de ser expuestos a los

péptidos.
Porcentaje de supervivencia de C. rogercresseyi

Tiempo 12h 36h 60h
C(-) 100% 100% 97%
AS4519 97% 94% 66%
AS4520 83% 78% 25%
AS4521 97% 94% 86%
AS4522 100% 100% 83%
AS4523 100% 94% 61%
AS4524 97% 94% 72%
AS4525 91% 94% 0%*
AS4526 94% 93% 39%
AS4527 93% 93% 66%
AS4528 91% 83% 0%*
AS4529 100% 92% 61%
AS4530 100% 88% 51%
AS4531 100% 44%* 0%*
AS4532 68%%* 8%* 0%*
AS4533 100% 100% 97%
AS4534 100% 100% 100%
AS4535 94% 88% 85%
AS4536 100% 100% 91%
AS4537 100% 100% 95%
AS4538 100% 100% 88%
AS4539 100% 92% 72%

CH) 0% 0% 0%

*Los péptidos muestran diferencias significativas en comparacion con el control negativo

6.4 Actividad antiparasitaria de los cuatro péptidos seleccionados contra C. rogercresseyi

La actividad antiparasitaria evaluada como letalidad (%) de los cuatro péptidos seleccionados contra

el estadio nauplius II de C. rogercresseyi se observo entre 1 a 96 horas después del tratamiento,
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utilizando concentraciones de 200, 150, 100 y 50 uM (Figura 11). Tras las 96 horas de exposicion,
todos los péptidos generaron un porcentaje de letalidad superior al 97%. Sin embargo, el péptido
AS4532 fue quien presentd mayor efectividad, ya que a tiempos mas cortos se observo un efecto de
letalidad en el parasito a las concentraciones mas bajas (Figura 11C). Estos resultados se
complementan con los valores de ECso calculados a partir de los graficos dosis respuesta (Figura S3),

en donde se evidencia que el péptido AS4532 tiene el menor valor de ECso de 3 uM a las 48 h de

exposicion (Tabla 4).
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Figura 11: Evaluacion de letalidad de los péptidos seleccionados sobre C. rogercresseyi. Graficas de letalidad
(%) en funcion del tiempo. Cada péptido fue evaluado a 200 (amarillo), 150 (verde), 100 (gris), 50 uM (lila) al
ser expuesto a 1, 6, 24, 48, 72 y 96 h. Se realizaron 12 replicas para cada condicion, con 3 parasitos por pocillo

y se utilizé agua de mar como control negativo 0 uM (celeste) y azametifos como control positivo a 0,1 ppm

(rojo).
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Tabla 4: Valores de ECso calculado a partir de los graficos dosis dependiente. Cada valor representa la

concentracion de péptido que produce una letalidad del 50% de C. rogercresseyi a un tiempo determinado.

ECso (uM)
1h 6h 24h 48 h 72h 96 h
AS4525 3905 1273 252 117 5 0,0002
AS4528 14841 8201 1045 338 31 0,0002
AS4531 37200 11308 1421 51 7 0,0002
AS4532 1982 358 81 3 0,4 0,0002

6.5 Determinacion de la toxicidad de los péptidos con potencial actividad antiparasitaria

Luego de evaluar la letalidad C. rogercresseyi frente a los cuatro péptidos seleccionados, se procedid
a evaluar su toxicidad, en células de salmoénidos. Por este motivo, se evaluaron concentraciones
definidas para fines terapéuticos utilizando en primera instancia, eritrocitos de Salmo salar para la
determinacion de la actividad hemolitica. Los resultados muestran que los péptidos no tienen una
una actividad hemolitica significativa en las distintas concentraciones evaluadas (Figura 12), con un

porcentaje de hemolisis <5% en todos los casos.
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Figura 12: Actividad hemolitica de los péptidos seleccionados. Determinacion de la actividad hemolitica en
globulos rojos de salmon a diferentes concentraciones de los péptidos AS4525, AS4528, AS4531 y AS4532.
(100, 50, 10 y 5 puM). Como control hemolitico negativo se utiliz6 PBS1X, mientras que como control
hemolitico positivo se utilizo Triton X-100. Todos los péptidos mostraron diferencias significativas con p <

0,05 en comparacion con el control positivo.
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Posteriormente, se evaluo el efecto de estos péptidos en la viabilidad de la linea celular de branquias
de salmonidos RTgill. Luego de 36 h de exposicion, solo el péptido AS4532 a 400 uM (58%), redujo
significativamente la sobrevivencia de las células RTgill (Figura 13A). Mientras que, luego de 60 h
de exposicion, los péptidos AS4531 a 400 uM y AS4532 a una concentracion de 400 y 200 uM

reducen el porcentaje de sobrevivencia hasta un 75, 54 y 73%, respectivamente (Figura 13B).
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Figura 13: Viabilidad celular de RTgill con los péptidos seleccionados. Determinacion del porcentaje de
sobrevivencia en células RTgill al interactuar a las diferentes concentraciones de los péptidos AS4525, AS4528,
AS4531 y AS4532. (100, 200 y 400 uM). Como control negativo se utilizo PBS1X, mientras que como control
positivo se utilizo DMSO al 10%. (A) Evaluacion con 36h de exposicion. (B) Evaluacion con 60 h de
exposicion. Los péptidos que mostraron diferencias significativas en comparacion con el control negativo estan

resaltados con * indicando significancia con p < 0,05.

Asimismo, se calcularon algunas propiedades fisicoquimicas de los péptidos activos utilizando el
paquete Peptides (Krause et al., 2023) en Rstudio 2023.06.2, y la prediccion de la penetracion en la

barrera hematoencefalica se llevd a cabo mediante el servidor B3Pred. Estos resultados se resumen

en la Tabla 5.
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Tabla 5: Propiedades fisicoquimicas calculadas con el paquete Peptides (Osorio et al., 2015). PI: Punto
isoeléctrico, Al: Indice alifatico. Boman: Indice de Boman. Charge: carga a pH 7. Hphob: Indice GRAVY con
la escala de Kidera. % Aromatico: Porcentaje de residuos aromaticos. El puntaje B3Pred corresponde a la

prediccion de la penetracion de la barrera hematoencefalica.

Peptide P1 Al Boman Charge Hphob %Aromatic B3Pred score

AS4525 9,05 43,33 2,38 1 0,08 33,33 0,12
AS4528 4,15 55,71 1,67 -2,97 0,03 14,29 0,01
AS4531 6,16 52,31 0,49 -0,06 -0,22 23,08 0,03
AS4532 3,82 41,43 0,96 -3,9 -0,04 28,57 0,14

6.6 Caracterizacion de la AChE de C. rogercresseyi

Para comparar y verificar la similitud de AChE de las diferentes especies descritas, se obtuvieron
las secuencias de la base de datos Uniprot (Tabla 6). La variante 1A de C. rogercresseyi se obtuvo
como el marco de lectura abierto (ORF) de la secuencia de nucledtidos reportada por Agusti-Ridaura
et al. (Agusti-Ridaura et al., 2018b). Ademas, se genero el mutante 1A con una sustitucion F por V
en la posicion 318. La AChE tiene diferentes sitios importantes y la mayoria de los reportes incluyen
la T' californica como enzima comparativa, es por esto que mediante un alineamiento multiple se
utilizo a 7. californica como referencia para la enumeracion. La comparacion se realizo a nivel de
estructura primaria y terciaria, donde se observo un alto grado de conservacion de esta proteina entre
las diferentes especies, tanto a nivel de secuencia como estructural. Las mayores diferencias se
encontraron en las regiones terminales (regiones enmarcadas en azul en la Figura 14), hacia el
extremo N-terminal, donde se ubicaba el péptido sefial, y en la region C-terminal. El resto de la
secuencia proteica esta bastante conservado, y todas las secuencias de salmonidos presentan una

region de insercion de aproximadamente 26 residuos hacia la region C terminal (Figura 14).
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Tabla 6: Numeros de acceso para las secuencias y modelos estructurales de la AChE de diferentes organismos.

Fuente Etiqueta Uniprot ID Estructura 3D*
Caligus rogercresseyi CalrolA GAZX01027370° Modelo Alphafold
CalrolA V ND Modelo Alphafold
CalrolB A0A345DGHS5 AF-A0A345DGHS5-F1
Lepeophtheirus salmonis  LepsmlA AOAOA7E9D3 AF-AOAOA7E9D3-F1
Lepsm1B AO0AOATE972 AF-A0AOA7E972-F1
Salmo salar Salsa AOA1S3NI9K7 AF-A0A1S3N9K7-F1
Onchorhynchus mykiss Oncmy AOA8CTLXGS Modelo Alphafold
Onchorhynchus kisutch Oncki AO0A8CT7CIG2 Modelo Alphafold
Salmo trutta Saltr A0A673YS56 AF-A0A673YS56-F1
Cyprinus carpio Cypca B7X755 AF-B7X755-F1
Amphiprion ocellaris Ampoc AOA3QI1B4Kl1 AF-A0A3QI1B4K1-F1
Electrophorus electricus Eleel 042275 AF-042275-F1
Mus musculus Mouse P21836 1Q83
Homo sapiens Human P22303 4BDT
Tetronarce californica TetCF P04058 1EAS
Plutella xylostella Pluxy AOAS854E7]2 Modelo Alphafold

 Este nimero de acceso corresponde a la secuencia de nucleoétidos, y la proteina se deriva del marco de lectura
abierta +1 de esta variante (Agusti-Ridaura et al., 2018b).
*Solo se han reportado estructuras experimentales en ratones y humanos; las otras estructuras corresponden a
modelos de Alphafold obtenidos de Uniprot o construidos a través de Alphafold colab en Google
(https://colab.research.google.com/github/sokrypton/ColabFold/blob/main/AlphaFold2.ipynb).
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Figura 14: Comparacién de secuencias de aminoacidos AChE. Alineamiento multiple de secuencias

aminoacidicas de AChE. Se indican las principales caracteristicas de la secuencia: la triada catalitica S221[227],
E348[355], y H461[469] esta resaltada en magenta, y los residuos de Cys conservados estan marcados en
amarillo (C88[95]-C115[122]; C275[281]-C286[294] y C423[431]-C542[553]). El motivo conservado
F218[224]GESAG223[229], que incluye la serina del sitio catalitico, estd encerrado en un recuadro rojo. Los
14 residuos aromaticos de AChE estan enmarcados en verde (con cambios en Calro y Lepsm indicados en cian).
El sitio anidnico de unién a colina W105[112] esta sefialado con un asterisco, mientras que los residuos del
bolsillo acilo W254[260], F311[318] (con la mutacién de V en Calro 1A_V resaltada en rojo), y F335[359]
estan marcados con #. Los residuos del agujero de oxianion G139[146], G140[147], y A228 estan encerrados
en un recuadro negro y marcados con +. Los cuatro residuos cargados involucrados en puentes salinos estan
enmarcados en naranja. Las cajas azules indican las regiones N y C terminales las cuales fueron excluidas de
los modelos estructurales. La numeracion sigue la de 7. californica y C. rogercresseyi 1A se encuentra en

paréntesis cuadrados.

La variante 1A de AChE de C. rogercresseyi mostrd un 79% de identidad con L. sa/monis, 55% con
el insecto Plutella xylostella, y entre un 40-45% con el resto de las especies consideradas. La AChE
de los salmonidos presenta el mayor grado de identidad entre ellos, superior al 90%, y un 70% con
otras especies de peces (Figura Suplementaria S1). Aunque no existe una estructura empirica para la
mayoria de las AChE consideradas en este analisis, se realizd una comparacion estructural

considerando los modelos y estructuras reportados en la Tabla 6. La estructura de referencia utilizada
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fue la AChE humana (ID PDB 6U37), que incluye las posiciones 37-574, utilizando el software
Chimera (Pettersen et al., 2021).

El alineamiento de todas las secuencias demostrd la conservacion de residuos clave (Figura 14),
incluidos los de la triada catalitica y otros residuos reportados como importantes tanto para la
localizacion del sustrato como para su especificidad, como el bolsillo de colina, el agujero de
oxianion, y el bolsillo acilo. Asimismo, los 14 aminoacidos aromaticos presentes en la mayoria de las
AChE descritas estan conservados en C. rogercresseyi 1A, con dos excepciones: Tyr91, que cambia
a una Val en ambas variantes de C. rogercresseyi (lle en el caso de la variante 1B), y Tyr463, que
cambia a Asp en ambos parasitos (C. rogercresseyi y L. salmonis) y en el insecto Plutella xylostella
(la numeracion se refiere a Tetronarce californica). La mutacion reportada en Calro 1A corresponde
al residuo aromatico Phe311 (sustituido por Val), que es parte del bolsillo acilo. Ademas, la variante
Calro 1B tiene cinco cambios en los residuos aromaticos: Tyr91[Ile60], Phe360[11e281],
Phe351[Pro321], Phe352[Asp322] y Tyr463 [Glu344] (la numeracion se refiere a 7. californica, el
numero correspondiente a C. rogercresseyi 1B esta en paréntesis cuadrados). Los RMSD (desviacion
cuadratica media de la raiz) de las estructuras comparadas se presentan en la Figura Suplementaria

S2.

Figura 15: Comparacion estructural de AChE. (A) Superposicion de los 16 modelos estructurales de la Tabla
6. (B) Detalle de la triada catalitica, los nimeros de residuos se refieren a la secuencia de AChE de C.

rogercresseyi 1A. (C) Residuos para la triada catalitica en C. rogercresseyi 1B.
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Ademas, todos los residuos de aminoacidos representados en el alineamiento de la Figura 14 para C.

rogercresseyi 1A se ilustran en la Figura 16, proporcionando una vista detallada de la hendidura de

entrada al sitio activo.

Figura 16: Modelo estructural de la AChE 1A de C. rogercresseyi. (A) y (B) Estructura completa de la AChE
representada en cintas y en superficie, respectivamente. En (C) se muestra una vista detallada de la hendidura
de entrada al sitio activo, con los residuos de la triada catalitica representados en modelo de esferas y varillas
resaltados en magenta, los 12 residuos aromaticos conservados estan en varillas de color verde oscuro, y los
dos residuos no conservados en varillas de color cian. Los cuatro residuos cargados que forman puentes salinos

estan representados en varillas de color naranja.

6.7 Inmunodeteccion de la enzima AChE en el extracto enzimatico

La deteccion de la AChE en el extracto enzimatico de C. rogercresseyi se realizd6 mediante
electroforesis SDS-PAGE seguido de Western Blot, utilizando anticuerpo comercial anti-AChE
producido en conejo. Se utilizé como control, la enzima comercial de E. electricus (Figura 17B y C).

La AChE de C. rogercresseyi, es detectd en su forma monomérica de 70 kDa.
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Figura 17: Identificaciéon de la enzima AChE en el extracto enzimatico. (A) Electroforesis en gel de
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poliacrilamida al 8%. Los carriles 1 y 2 comparan la enzima comercial de Electrophorus electricus, y los carriles
3 y 4 el extracto enzimatico de C. rogercresseyi, donde se identifica el mondémero de AChE a 70 kDa (flecha
negra). (B) Identificacion mediante anticuerpo anti-AChE via dot blot, donde a) y b) muestran el extracto
enzimatico de C. rogercresseyi; ¢) enzima comercial de E. electricus; d) control con BSA. (C) Western blot
donde para la deteccion de AChE en el extracto enzimatico de C. rogercresseyi y enzima comercial de E.

electricus y, en ambos casos se identifica la banda a 70 kDa. M: marcador de peso molecular.

6.8 Determinacion de la actividad enzimatica AChE de C. rogercresseyi

Luego de asegurar que AChE estaba presente en los extractos enzimaticos de C. rogercresseyi, se
procedio a analizar su actividad enzimatica. Se generd una curva estandar con la enzima comercial
de AChE de E. electricus (Figura 18A), interpolando el valor de Vo con el extracto de C.
rogercresseyi, para determinar una actividad de 0,21 U/mL. Una vez determinado este valor se utilizo
como referencia para ajustar el volumen de extracto enzimatico en los ensayos de inhibicion,

garantizando que las reacciones se desarrollaran en el rango lineal del método.
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Figura 18: Graficos para la determinacion de la actividad enzimatica de AChE de C. rogercresseyi. (A) Curva
de progreso de la reaccion catalizada por AChE de E. electricus. (B) Curva de V, utilizada para interpolar el
valor del extracto enzimatico, que se calcula a partir de la pendiente de la porcion inicial de la curva, donde la
reaccion es lineal y no estd limitada por factores como la concentracion de sustrato o la acumulacion de

producto.

6.9 Mecanismo de inhibicion enzimatica de AChE de C. rogercresseyi por los péptidos seleccionados

Para evaluar el mecanismo inhibidor de AChE de los péptidos seleccionados, se realizaron
experimentos cinéticos. Para este proposito, se evaluo la cinética de inhibicion enzimatica, utilizando
diferentes concentraciones de sustrato en ausencia y presencia de los péptidos seleccionados a
diferentes concentraciones (Figura 19). El analisis grafico de los diagramas reciprocos de
Lineweaver-Burk se utilizo para determinar los parametros cinéticos en la ecuacion de Michaelis-

Menten (Km y Vmax)-
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Figura 19: Estudios cinéticos sobre el mecanismo de inhibicién de AChE de C. rogercresseyi para los péptidos
seleccionados. El efecto de los inhibidores sobre la enzima AChE se determino a partir de la grafica reciproca
doble de 1/velocidad (1/V,) frente a 1/concentracion de sustrato en presencia de concentraciones variables de
los inhibidores. Valores de Ki fueron calculados mediante la interseccion de las curvas obtenidas al representar
graficamente Kap frente a la concentracion de inhibidor para cada concentracion de sustrato (graficos insertados
en la parte superior derecha). A) Péptido AS4525. (B) Péptido AS4528. (C) Péptido AS4531. (D) Péptido
ASA4532. Todos fueron probados a concentraciones de 200 uM (negro), 100 uM (azul), 50 uM (verde), 25 pM
(naranja) y 0 uM (sin inhibidor en rojo).

El ensayo de inhibicién enzimatico mostré que tres péptidos fueron capaces de inhibir la enzima
AChE de C. rogercresseyi. Para AS4528, AS4531 y AS4532 se obtuvo que las K., aumentaron
respecto a la K (control sin péptido), mientras que Vmax permanecio sin cambios al ir incrementando
las concentraciones de péptido (Tabla 7). Los graficos de Lineweaver-Burk obtenidos para estos
compuestos mostraron una serie de lineas convergentes en el mismo punto del eje y (1/[V,]), lo que
perfila un mecanismo de inhibicion competitivo (Figura 19). A partir de los graficos obtenidos de Ky,
frente a la concentracion de péptido (Figura 19, esquinas superiores derechas), se calcularon las

afinidades de union de inhibicion de AChE, determinadas como constantes de inhibicion (K;). El
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péptido AS4532 fue el que obtuvo un valor mas bajo de K; correspondiente a 64.8 uM (Figura 19D,
esquina superior derecha). Por el contrario, el péptido AS4525 no mostré actividad inhibitoria de la

enzima AChE en ninguna de las concentraciones probadas ya que ambos valores de Vmax y Kap n0

cambiaron respecto al control sin péptido (Tabla 7).

Tabla 7: Valores de Vimax, Kap y Ki de la actividad de AChE de C. rogercresseyi tratados con los cuatro péptidos

seleccionados. Los péptidos que mostraron diferencias significativas en comparacion con el control sin péptido,

estan resaltados con * y en negrilla, indicando significancia con p < 0,05.

Péptidos =200 (uM)  i=100 (uM) i=50(uM) i=25(@uM) i=0(uM)
AS4525 Vi 0,027 0,024 0,023 0,025
Ki8147 K 0,124 0,094 0,080 0,094

Vinax 0,027
AS4528 Vi 0,027 0,027 0,026 0,027
Ki98.6 K 0,376* 0,228* 0,179* 0,161*
AS4531 Vi 0,027 0,027 0,027 0,027
Ki72,7 K 0,386* 0,241% 0,157* 0,137*
AS4532 Vi 0,028 0,028 0,028 0,027 K 0.1
Ki648 K 0,412% 0,256* 0,173* 0,128

6.10  Estudio de docking molecular

Para complementar los analisis cinéticos, se realizaron pruebas de docking que apoyen el mecanismo
de accion de los péptidos seleccionados, asi como determinar la afinidad de estos en la inhibicion de
AChE. El analisis de los complejos acoplados realizado con Chimera mostré que todos los péptidos

son capaces de interactuar con las tres variantes de AChE de C. rogercresseyi (Figura 20).
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Figura 20: Analisis de docking multiple de péptidos. La AChE de C. rogercresseyi acoplada con los péptidos
ASA4525 (cinta azul), AS4528 (cinta pirpura), AS4531 (cinta naranja) y AS4532 (cinta roja). (A) CalrolA (B)
CalrolA Vsis (C) CalrolB.

Los analisis realizados con la variante Calrol A, revelaron que los péptidos AS4528 y AS4531 no
penetran en el sitio activo de la enzima, sino que se posicionaron cubriendo la entrada de la hendidura
(cinta purpura y naranja, respectivamente, en la Figura 20A, y Figura 21). Para la variante
Calrol A_V3ss, el péptido AS4525 permanecio posicionado para cubrir la entrada del desfiladero
(cinta azul en la Figura 20B, y Figura 22), mientras que los péptidos, AS4528 y AS4531 entraron en
el sitio activo. De manera similar, en la variante Calro1B, todos los péptidos se situaron dentro de la

hendidura (Figura 20C y Figura 23).
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Figura 21: Interaccion de los péptidos con la variante 1A de AChE de C. rogercresseyi. (A) Péptido AS4528
cinta azul. (B) Péptido AS4528 cinta purpura. (C) Péptido AS4531 cinta naranja. (D) Péptido AS4532 cinta
roja. Los residuos de la triada catalitica estan en magenta, y los residuos de interaccion para cada péptido estan
mostrados en varillas. El panel derecho de cada figura muestra la estructura completa acoplada a cada péptido,
un primer plano del sitio de interaccion en la superficie se muestra en el lado izquierdo, y un diagrama 2D de

la interaccion se muestra en la parte inferior.
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Figura 22: Interaccion de los péptidos con la variante mutante 1A de AChE de C. rogercresseyi. (A) Péptido
AS4528 cinta azul. (B) Péptido AS4528 cinta purpura. (C) Péptido AS4531 cinta naranja. (D) Péptido AS4532
cinta roja. Los residuos de la triada catalitica estan en magenta, y los residuos de interaccion para cada péptido
estan mostrados en varillas. El panel derecho de cada figura muestra la estructura completa acoplada a cada
péptido, un primer plano del sitio de interaccion en la superficie se muestra en el lado izquierdo, y un diagrama

2D de la interaccion se muestra en la parte inferior.
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Figura 23: Interaccion de los péptidos con la variante 1B de AChE de C. rogercresseyi. (A) Péptido AS4528
cinta azul. (B) Péptido AS4528 cinta purpura. (C) Péptido AS4531 cinta naranja. (D) Péptido AS4532 cinta
roja. Los residuos de la triada catalitica estan en magenta, y los residuos de interaccion para cada péptido estan
mostrados en varillas. El panel derecho de cada figura muestra la estructura completa acoplada a cada péptido,
un primer plano del sitio de interaccion en la superficie se muestra en el lado izquierdo, y un diagrama 2D de

la interaccion se muestra en la parte inferior.

El analisis post-docking a través del servidor PRODIGY (Xue et al., 2016) mostré un mecanismo de
accion similar de las tres variantes con los cuatro péptidos seleccionados (Tabla 8). En todos los casos,
la predominancia fue la interaccion entre residuos cargados-apolares y apolares-apolares. La energia

de unién (AG) fue de aproximadamente -8 kcal mol” en casi todos los casos, con valores mas bajos
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para CalrolA y Calrol A_V3;5 con el péptido AS4528 y para CalrolA_V3i5 y CalrolB con el péptido
AS4531; en estos casos, el Kd también fue mas bajo, y el nimero total de interacciones fue alto. El
diagrama 2D de las interacciones se cred utilizando Ligplot++ (Osorio et al., 2015), y un inventario
de interacciones con los residuos clave se resume en la Tabla Suplementaria S5. Como se puede ver,
todos los péptidos interactuaron con residuos clave de AChE en las tres variantes de C. rogercresseyi.
Ademas, el andlisis de acoplamiento para las 16 AChEs listadas en la Tabla 6 exhibié un
comportamiento similar en cuanto a energia y constante de disociacion con algunos péptidos,

resaltadas en negrita en la Tabla Suplementaria S6.

Tabla 8: Resultados del analisis post-docking con PRODIGY para la AChE de C. rogercresseyi con los péptidos
seleccionados. AG es la afinidad de union predicha, Kd es la constante de disociacion a 25°C (los valores mas
bajos estdn en negrita), ICs corresponden a contactos intermoleculares definidos a 5,5 A de distancia y NIS se

refiere al porcentaje de superficie no interactiva.

ICs ICs ICs

Péptido AChE (:1?111 (;,l11\</[()i at ch:fgsed- chIaCrsge chal-'ge po-lar po-lar apltﬁ;r- cll:ialrsge aNpcl)?a ’1;(221
1) 25°C charged d-polar apolar  polar apola  apolar d r
CalrolA -8,3 0,83 2 2 20 0 5 25 31,76 35,29 54
AS4525 CalrolA_Vsis -8,9 0,3 2 4 12 0 11 36 31,5 35,26 65
CalrolB -7,6 2,8 3 5 13 0 7 30 30,09 39,54 58
CalrolA -10,1 0,037 2 4 17 0 15 22 31,53 36,08 60
AS4528 CalrolA_Vsis -10,1 0,04 4 10 36 0 5 31 32,05 35,01 86
CalrolB -8,2 0,93 6 6 27 0 3 21 30 40,29 63
CalrolA -8,1 1,1 1 1 5 7 17 24 30,59 35,69 55
AS4531 CalrolA_Vsis -10,3 0,027 0 8 7 2 22 24 31,29 35,38 63
CalrolB -11,3 0,005 0 3 14 5 28 28 29,31 39,66 78
CalrolA -79 1,5 3 2 16 0 5 30 32,06 35,29 56
AS4532 CalrolA_V3is -8,2 0,91 1 1 19 0 6 32 31,87 35,67 59
CalrolB -8,0 1,4 5 7 16 0 7 24 29,8 40,11 59

Ademas, se realizd un analisis de acoplamiento del antiparasitario comecial azametifos, como
referencia de inhibicion de AChE. Para esto se utilizo el servidor ReverseDock (Krause et al., 2023),
y los resultados se resumen en la Tabla S7 y la Figura Suplementaria S4. Como se muestra, los valores
de energia libre son ligeramente mas altos que los de los complejos formados con los péptidos. El
complejo establecido por el azametifos con la variante CalrolA Viig parece penetrar mas
profundamente en la cavidad del sitio activo e interactua con uno de los residuos de la triada catalitica,
H438 (Figura Suplementaria S4B). En el complejo formado con la variante 1B, que tiene la energia

libre mas baja, -7,52 kcal/mol, se observa que azametifos se encuentra atin mas profundo en el sitio
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activo, interactuando con los residuos que reemplazan a los de la triada catalitica, T192 y Q432

(Figura Suplementaria S4C).

6.11  Modificaciones del péptido seleccionado

De acuerdo con los resultados obtenidos del estudio de docking molecular, el unico péptido que
ingreso en el sitio activo de todas las variantes de AChE fue AS4532. Ademas, al evaluar la actividad
inhibitoria con la enzima de extraida de C. rogercresseyi, fue este mismo péptido el que presentd
menor valor de Ki. No obstante, presentd el mayor efecto citotoxico en linea celular RTgill. Otro
detalle a considerar, es que este péptido presentd una baja solubilidad en agua al ser evaluado a nivel
experimental. Por todos estos motivos, fue seleccionado para poder potenciar su actividad. Una de
las modificaciones fue asociada a la secuencia, ya que al visualizar el péptido en el modelo de
interaccion con AChE, se observa que el extremo carboxilo queda fuera de la cavidad del sitio activo,
por tanto, se decidid quitar los ultimos 3 aminoacidos (destacados en negrita en Tabla 9), ademas de
reemplazar el aminoacido Met por D-Arg (1) para incrementar la solubilidad y mejorar su estabilidad,
quedando el péptido AS5372. Sumado a esto, se trabajo también con la acetilacion del extremo amino,

para aumentar la solubilidad, quedando el péptido AS5373 (Tabla 9).

Tabla 9: Péptidos modificados a partir de la secuencia AS4532. El péptido AS5372 presenta delecion de los
tres ultimos aminoacidos respecto al péptido original (destacadas en negrita), ademas del reemplazo del M9r y

el péptido AS5373 incluye a las modificacions anteriores, la acetilacion del extremo amino (Ac-).

N° Secuencia PM (Da)
AS4532 VHWYVGEGMEEGEF 1669,01
AS5372 VHWYVGEGrEE 1359,44
AS5373 Ac-VHWYVGEGrEE 1401,44

6.12  Caracterizacion quimica y funcional de los péptidos modificados

La caracterizacion quimica por espectroscopia de masas mostro la identidad de ambos péptidos y
mediante HPLC se observo un porcentaje de pureza mayor al 95 % (Tabla S4). La evaluacion de la
funcionalidad se realizo por el ensayo de actividad antiparasitaria, mostrando que el péptido AS5372
presentd una mayor efectividad en el tratamiento, ya que, tras 1 h de exposicion, el péptido AS4532
presenta un 10 % de letalidad a 200 uM, y al utilizar AS5372, el porcentaje de letalidad aumento a
17 % (Figura 24B). Sin embargo, para el péptido modificado AS5373, no se observd un aumento
significativo (Figura 24C).
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Figura 24: Evaluacion de letalidad de los péptidos modificados sobre C. rogercresseyi. Graficas de letalidad
(%) en funcion del tiempo. Los péptidos fueron evaluados a 200 (amarillo), 150 (verde), 100 (gris), 50 uM (lila)
al ser expuesto a 1, 6, 24, 48, 72 y 96 h. Se realizaron 12 réplicas para cada condicion, con 3 parasitos por
pocillo, y se utiliz6 agua de mar como control negativo 0 uM (celeste) y azametifos como control positivo a 0,1

ppm (rojo).

Estos resultados se complementan con los valores de ECs calculados a partir de los graficos dosis
respuesta (Figura S3), en donde se evidencia que, a las 48h de exposicion el péptido modificado
AS5372 presenta un valor 10 veces menor (ECso 0,2 uM) que el original AS4532 (EC50 3 uM).

Mientras que, para el péptido AS5373, ocurrio el efecto contrario, aumentando el valor de ECsp a 23
uM (Tabla 10).

62



Tabla 10: Valores de ECso de analogos sintéticos calculado a partir de los graficos dosis respuesta. Cada valor

representa la concentracion de péptido modificado que produce una letalidad del 50% de C. rogercresseyi a un

tiempo determinado.

ECs) (uM)

1h 6h 24h 48 h 72h 96 h
AS4532 1982 358 81 3 04 0,0002
AS5372 705 183 16 0,2 0,0002 0,0002
AS5373 1365 793 211 23 0,2 0,0002

Al evaluar la actividad citotoxica en linea celular RTgill, se logré evidenciar una dismunucion en la
toxicidad, ya que con ambas modificaciones se obtuvo un porcentaje de sobrevivencia sin diferencia

significativa respecto al control negativo, tras las 36 y 60 h de exposicion (Figura 25).
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Figura 25: Viabilidad celular de RTgill con los péptidos modificados. Determinacion del porcentaje de
sobrevivencia en células RTgill al interactuar a las diferentes concentraciones de los péptidos AS4532, AS5372
y AS5373 (100, 200 y 400 puM). Como control negativo se utilizé6 PBS1X, mientras que como control positivo

se utilizo DMSO al 10%. (A) Evaluacion con 36h de exposicion. (B) Evaluacion con 60h de exposicion.

El mismo comportamiento de los ensayos antiparasitarios se vio reflejado al evaluar la actividad
inhibitoria de los péptidos AS5372 y AS5373 sobre la enzima AChE de C. rogercresseyi (Tabla 11)
observando una disminucion en el valor de K; del AS5372 respecto al péptido original AS4532,
pasando de 64,8 uM a 39,9 uM y para el péptido AS5373, aument6 a 100,8 uM (Figura 26).
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Figura 26: Estudios cinéticos sobre el mecanismo de inhibicion de los péptidos modificados. El efecto de los
inhibidores sobre la enzima AChE se determiné a partir de la grafica reciproca doble de 1/velocidad frente a
1/concentracion de sustrato en presencia de concentraciones variables de los inhibidores. Valores de Ki fueron
calculados mediante la interseccion de las curvas obtenidas al representar graficamente Ka, frente a la
concentracion de inhibidor para cada concentracion de sustrato (graficos insertados en la parte superior
derecha). A) Péptido original AS4531. (B) Péptido modificado AS5372. (C) Péptido modificado AS5373.

Todos fueron probados a concentraciones de 200 uM (negro), 100 uM (azul), 50 uM (verde), 25 uM (naranja)
y 0 uM (sin inhibidor en rojo).
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Tabla 11: Tabla comprativa de los valores de Vmax y Kap de la actividad de AChE de C. rogercresseyi utilizando
los péptidos modificados respecto al original. Los péptidos que mostraron diferencias significativas en

comparacion con el control estan resaltados con * y en negrilla indicando significancia con p < 0,05.

Péptidos i=200(uM) i=100(uM) i=50@uM) i=25@M) i=0(@uM)
AS4532 Vi 0,028 0,028 0,028 0,027
Ki64,8 K, 0,412* 0,256* 0,173* 0,128 Vinax 0,027
AS5372 Vi 0,027 0,027 0,027 0,026
Ki39,9 K, 0,717* 0,380 0,275* 0,208+
AS5373 Vi 0,026 0,027 0,026 0,027 Kn 0,111
Ki100.8 K, 0,345* 0,242* 0,182* 0,141*

6.13 Estudio de docking molecular de AS5372

En paralelo a la caracterizacion y ensayos de actividad antiparasitaria, se realizaron pruebas de
docking para complementar el mecanismo de accion y determinar la afinidad del péptido modificado
AS5372 con la AChE. El andlisis del complejo acoplado realizado con Chimera mostr6 que, aunque
el péptido AS5372 presenta un menor grado de penetracion en el sitio activo comparado con el
original AS4532, parece establecer mejores interacciones con los aminoacidos aromaticos que estan
en la entrada de la hendidura la variante 1A AChE de C. rogercresseyi (Figura 27). Por otro lado, el
analisis post-docking a través del servidor PRODIGY (Xue et al., 2016) mostré que AS5372 presenta
valores de energia y de constante de disociacion mas bajas respecto de su analogo AS4532, lo que

indicaria una mejor interaccion (Tabla 12).
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Figura 27: Interaccion del péptido AS5372 con la variante 1A de AChE de C. rogercresseyi. . Los residuos de
la triada catalitica estan en magenta, y los residuos de interaccion para cada péptido estan mostrados en varillas.
El panel derecho de cada figura muestra la estructura completa acoplada al péptido, un primer plano del sitio
de interaccion en la superficie se muestra en el lado izquierdo, y un diagrama 2D de la interaccion se muestra

en la parte inferior.
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Tabla 12: Resultados del analisis post-docking con PRODIGY para la AChE de C. rogercresseyi con el
péptido AS5372. AG es la afinidad de union predicha, Kd es la constante de disociacion a 25°, ICs corresponden

a contactos intermoleculares definidos a 5,5 A de distancia y NIS se refiere al porcentaje de superficie no

interactiva.

Péptido AG Kd (uM) ICs ICs ICs ICs ICs ICs NIS NIS Total
(kcal at 25°C charge charge charged-  polar polar- apolar- charged apolar ICs
mol- d- d-polar apolar - apolar apolar

1) charge polar
d
AS5372 -8,6 0,52 2 0 11 0 10 21 31,96 349 44
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7  Discusion

7.1 Eficacia de péptidos seleccionados mediante modelo QSAR

Los péptidos antimicrobianos (AMP), son pequefias moléculas biolégicamente activas producidas
por diferentes organismos a través de su sistema inmune innato, y han captado un interés creciente en
la investigacion de nuevas terapias. La mayoria de estos péptidos presentan dos mecanismos de accion
principales: lisis directa y modulacion de la inmunidad, aunque su actividad mas comun es
antibacteriana, también se han descrito efectos antifiingicos, antivirales y antiparasitarios (El-Dirany

et al., 2021).

La AChE es una enzima esencial en la transmision sinaptica del sistema nervioso, cuya funcion
principal es la hidrolisis rapida de la acetilcolina en la hendidura sindptica, lo que permite la
finalizacion de la sefial nerviosa tanto en vertebrados como en invertebrados (Du et al., 2010; Voros
et al., 2024). Dada su relevancia funcional, AChE se ha convertido en un blanco estratégico para el
desarrollo de agentes terapéuticos e insecticidas, especialmente en el contexto del control de
patogenos que dependen de una regulacion neuromuscular precisa, como es el caso de los
ectoparasitos marinos Lepeophtheirus salmonis 'y Caligus rogercresseyi (Agusti et al., 2016; Agusti-

Ridaura et al., 2018b; Kaur et al., 2015a; Nufiez-Acufa et al., 2020).

En este estudio, con el fin de identificar potenciales inhibidores naturales de AChE, se utilizaron
secuencias peptidicas derivadas del mucus de Sa/mo salar como fuente biologica inicial. Este enfoque
se fundamenta en la relevancia inmunologica del mucus, ya que constituye una de las primeras
barreras de defensa de los peces frente a agentes patogenos, especialmente a nivel de piel y branquias
(Alvarez-Pellitero, 2008; Huttenhuis et al., 2006). Estos tejidos secretan una matriz compleja rica en
glicoproteinas, enzimas y péptidos bioactivos, entre ellos péptidos antimicrobianos (AMPs) que han
sido reconocidos por sus efectos antibacterianos, antivirales e incluso antiparasitarios (Masso-Silva
& Diamond, 2014; Robledo et al., 2018; Su, 2011; Umasuthan et al., 2016). Aunque tradicionalmente
los estudios se han centrado en sus propiedades frente a bacterias y virus, investigaciones recientes
han comenzado a explorar el efecto de estos péptidos frente a ectoparasitos como C. rogercresseyi,
reforzando su potencial como fuente terapéutica (Alvarez et al., 2024; Santana et al., 2024a). Por esta
razon, el mucus de S. salar fue seleccionado como matriz de partida para el cribado in silico mediante

un modelo QSAR previamente validado para predecir actividad inhibidora sobre AChE.

68



El estudio protedmico del mucus realizado por Feeste et al. ( 2020b), permiti6é compilar una base de
datos inicial de proteinas expresadas en S. salar. Estas proteinas fueron sometidas a digestion
proteolitica in silico para generar un conjunto de 959 péptidos candidatos, con longitudes entre 9 y
20 aminoacidos, rango que facilita tanto la sintesis quimica como la estabilidad estructural de los
péptidos. A partir de este conjunto, se aplico un modelo QSAR previamente entrenado para predecir
la actividad inhibidora sobre AChE, estimada a través de valores de ICso. Solo se seleccionaron los
21 péptidos que presentaron los valores mas bajos de ICso predictivo, es decir, aquellos que

tedricamente requeririan menores concentraciones para lograr la inhibicion enzimatica.

Este porcentaje de seleccion (~2%) es consistente con otros estudios in silico basados en QSAR. Por
ejemplo, Fischer et al. (Fischer et al., 2021) utilizaron un modelo QSAR para predecir inhibidores de
enzimas proteoliticas, y de mas de 2.000 compuestos analizados, apenas un 1-3% mostr6 actividad
significativa en ensayos experimentales. Del mismo modo, en el estudio de Yu et al. (Yu et al., 2020)
sobre inhibidores peptidicos de colinesterasas, de 120 péptidos candidatos, solo seis mostraron
inhibicion superior al 50% en condiciones in vitro. En nuestro caso, de los 21 péptidos seleccionados
por el modelo, solo cuatro (AS4525, AS4528, AS4531 y AS4532) demostraron actividad
antiparasitaria significativa contra C. rogercresseyi, lo que representa un 19% de éxito experimental

dentro del subconjunto seleccionado.

Este resultado, aunque puede parecer limitado, es representativo de la naturaleza predictiva de los
modelos QSAR: eficaces para reducir el universo de biisqueda y aumentar la probabilidad de éxito
experimental, pero no infalibles en cuanto a resultados bioldgicos directos. Factores como la
estabilidad estructural, solubilidad, permeabilidad o la interaccion con blancos secundarios pueden
influir en que péptidos con bajo ICso tedrico no muestren efectos bioldgicos in vivo o en ensayos
funcionales. No obstante, la identificacion de AS4532 como un inhibidor competitivo efectivo y con
accion antiparasitaria representa una validacion solida del enfoque QSAR aplicado en esta

investigacion.

Mediante la evaluacion de actividad antiparasitaria, se logré determinar que los péptidos AS4525,
AS4528, AS4531 y AS4532 poseen actividad antiparasitaria significativa contra C. rogercresseyi en
el estadio nauplius II, lo que concuerda con la prediccion del modelo QSAR, que entregd valores de
ICso predictivos que varian de 0,7 a 7 uM. Entre ellos, AS4532 destaco por su alta efectividad a bajas
concentraciones (Figura 11). Estos hallazgos son consistentes con estudios previos que reportan la

eficacia de péptidos bioactivos contra C. rogercresseyi (Alvarez et al., 2024; Santana et al., 2024a),
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lo que refuerza su papel como alternativas sostenibles en el control de la caligidosis. El rapido efecto
letal del péptido AS4532, incluso a bajas concentraciones, sugiere una posible interaccion directa con
la enzima AChE, tal como se logra evidenciar en el docking donde penetra en la hendidura del sitio

activo (Figura 20).

7.2 Conservacion de secuencia y estructura en AChE de diferentes especies

El analisis de alineamiento de AChE la evidencié como una proteina altamente conservada tanto a
nivel de secuencia, como de estructura entre diferentes especies, incluyendo los ectoparasitos C.
rogercresseyi y L. salmonis. Para L. salmonis, se han reportado dos variantes, 1A y 1B, ambas
bastante similares entre si con una identidad del 83,7%, conservando los residuos clave en ambas
variantes. En el caso de C. rogercresseyi, también se han reportado dos variantes, pero con una
identidad de solo el 55% entre ellas. Ademas, la variante 1B no presenta los residuos de la triada
catalitica y carece de muchos otros residuos importantes. Esto apoya lo descrito por Agusti-Ridaura,
quien propone que esta proteina como una variante alternativa que podria actuar como un depurador,
pero sin activacion a nivel sinaptico (Agusti-Ridaura et al., 2018b). La comparacion estructural
también refleja estos resultados, con las menores diferencias de RMSD observadas entre las proteinas

mas similares.

Considerando la alta conservacion de la AChE entre distintas especies, en este estudio se detectod una
banda proteica de aproximadamente 70 kDa en extractos enzimaticos de Caligus rogercresseyi,
compatible con el peso molecular del monomero de AChE, lo que sugiere similitud estructural con la
enzima descrita en otras especies, como Electrophorus electricus (Ganeshpurkar et al., 2022). Sin
embargo, la deteccion de la proteina no implica necesariamente que se encuentre funcionalmente
activa, ya que el reconocimiento inmunologico permite identificar la presencia de la molécula, pero
no evaluar su capacidad catalitica. Por esta razon, se realizaron mediciones de actividad enzimatica
que respaldan la participacion funcional de la AChE de C. rogercresseyi, lo que refuerza su potencial
como blanco terapéutico en el disefio de inhibidores antiparasitarios. La identidad estructural fue
adicionalmente confirmada mediante inmunodeteccion con anticuerpos especificos, tal como se ha

reportado en estudios similares realizados en Lepeophtheirus salmonis (Kaur et al., 2015b).
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7.3 Mecanismo de accion de los péptidos seleccionados

Aprovechando la alta conservacion estructural de la enzima AChE, el analisis de docking no entrega
un alta confianza para identificar péptidos del mucus de salmonidos capaces de interactuar con la
enzima. El analisis se realizo con los cuatro péptidos que mostraron actividad contra el parasito. Los
cuales poseen diversas propiedades fisicoquimicas, pero mantiente todos ellos un indice alifatico alto
y la presencia de aminoacidos aromaticos, lo que podria facilitar la interaccion con los residuos
aromaticos ubicados en la entrada de la hendidura del sitio activo de la enzima (Voros et al., 2024).
De hecho, el analisis de docking de estos péptidos con la variante 1A de C. rogercresseyi reveld dos
comportamientos distintos: dos de los péptidos, AS4528 y AS4531, se mantuvieron posicionados en
la entrada del sitio activo, aparentemente obstruyendo la entrada de la hendidura, mientras que los
otros dos péptidos AS4525 y AS4532, penetraron en la hendidura. En el caso de la mutacion (F318V),
solo el péptido AS4531 permaneci6 en la entrada, mientras que con la variante 1B, todos los péptidos

entraron en el sitio activo (Figura 20).

Respecto a las interacciones establecidas con los residuos claves, se muestra que los péptidos AS4528
y AS4531, estan bloqueando la entrada de la hendidura en un efecto tipo paraguas de manera similar
al péptido reportado por Siano et al., con la butirilcolinesterasa (Siano et al., 2017). Las interacciones
se establecen entre los residuos del centro de cada péptido, y los aminoacidos aromaticos en la entrada
de la hendidura de la enzima AChE. Sin embargo, aunque el péptido AS4528 se ubica de amino a
carboxi viéndolo de frente en la Figuras 20 y el péptido AS4531 se encuentra en direccion opuesta de
carboxi a amino, no se observa interaccion con ningun residuo clave, presentando estos dos péptidos

las menores interacciones con la variante 1A (Tabla Suplementaria S5).

Estos hallazgos se relacionan con los resultados experimentales de la actividad enzimatica. Los
patrones inhibitorios competitivos, no competitivos y mixtos son predominantes en los inhibidores.
Para determinar el patron inhibitorio de los péptidos en AChE, se construyeron graficos de dobles
reciprocos utilizando el método Lineweaver-Burk. Se pudo encontrar que las pendientes de las lineas
rectas aumentaron con las concentraciones crecientes para los péptidos AS4528, AS4531, and
AS4532, interceptando entre si en el eje y . El Vimax ( obtenido de los valores de interseccion del eje
vertical) no se modifico, pero Ky, ( obtenido de los valores de interseccion del eje horizontal) aument6
con el aumento de las concentraciones de cada péptido. Esto confirmé que AS4528, AS4531, y
AS4532 inhibieron la AChE por el modo tipico de inhibicion competitiva, uniéndose

competitivamente al sitio activo de AChE. En base a esto, el péptido AS4532 muestra la mayor
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afinidad inhibitoria (K; = 64,8 uM). Este comportamiento concuerda con la literatura, donde
inhibidores competitivos de AChE tienden a bloquear la union del sustrato al sitio activo (Zare-
Zardini et al., 2013b). La capacidad del péptido AS4532 para lograr una inhibiciéon mas efectiva
sugiere una interaccion mas fuerte con residuos clave del sitio activo, lo que podria estar relacionado
con su estructura. Estos resultados son consistentes con el analisis de docking, ya que el péptido que
muestra el comportamiento mas prometedor es AS4532, que establecid contactos con numerosos
residuos clave, incluyendo la triada catalitica, penetrando eficazmente en el sitio activo de todas las

variantes de AChE.

En contraste, el péptido AS4525 no mostréd actividad inhibitoria de AChE a las concentraciones
evaluadas, posiblemente debido a su incapacidad para interactuar con residuos criticos en el sitio
activo, como se evidencia en el docking molecular. Esto sugiere que AS4525 podria estar ejerciendo
su efecto antiparasitario a través de una via alternativa, interactuando con otros objetivos moleculares
en el parasito o alterando procesos biologicos especificos. Por lo tanto, explorar y discutir estos

posibles mecanismos alternativos podria ser relevante para dilucidar este proceso.

Una comparacion del andlisis de docking de azametifos con las variantes de AChE de C.
rogercresseyi mostro una mayor energia de interaccion, lo que indica una menor afinidad de union
para este compuesto (Tabla S 7). Sin embargo, es importante sefialar que los analisis de acoplamiento
no son capaces de reproducir interacciones covalentes, como las involucradas en la interaccion de
azametifos con AChE (Parsons et al., 2020; Voros et al., 2024). Por lo tanto, estos valores no reflejan
con precision la verdadera interaccion de este compuesto que, como se observo experimentalmente,
es capaz de matar parasitos dentro de la primera hora de exposicion. Ademas, debido a su menor
tamaifio, es mas probable que el azametifos ingrese al sitio activo de la enzima, como se refleja en los
analisis de acoplamiento. Por el contrario, la interaccion de los péptidos ocurre a través de
interacciones mas débiles, como las hidrofébicas o de tipo n. Estas diferencias pueden explicar la
variacion en los tiempos de accion sobre los parasitos. Sin embargo, la baja toxicidad,
biodegradabilidad y bajo potencial para generar resistencia, hacen de los péptidos una alternativa
prometedora con menor impacto ambiental que los productos quimicos organofosforados (Mulla et

al., 2020).

Otros estudios han demostrado la actividad inhibidora de AChE generada por péptidos,
principalmente como una alternativa en el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer. Sanchis et al.

(Sanchis et al., 2020) demostraron que un péptido de 19 residuos de Boana pulchella fue capaz de
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inhibir AChE humano en un 84% a una concentracion de 400 pM, interactuando con el sitio anionico
periférico (PAS) en la superficie de la enzima. Ademas, Yu et al. (Yu et al., 2018) informaron que un
péptido corto, KLPFG, derivado de la albumina exhibié una actividad inhibidora del 61% a una
concentracion de 89 uM (50 pg/ml), mientras que Zare-Zardini et al. (Zare-Zardini et al., 2013a)
encontraron que el péptido Snakin-Z de la fruta Zizyphus jujuba, que consta de 31 residuos, inhibio
AChE en un 80% a una concentracion de 450 uM (1,5 mg/ml) (Siano et al., 2017). En un estudio en
el que disefiaron péptidos para inhibir las enzimas colinesterasas, probaron el péptido P1-Hp-1971 y
sus versiones mas cortas principalmente para la inhibicion de la butiril-colinesterasa. También
evaluaron su actividad sobre la AChE, identificando dos analogos peptidicos que inhiben la enzima.
El primero, péptido 5-21, mostré mas del 50% de inhibicion a 200 y 400 uM, pero también mostro
una actividad hemolitica superior al 20% a 200 uM. El segundo analogo, el péptido 7-21, exhibid una
inhibicion entre el 20-30% a 200 y 400 uM. El estudio de Yaneva et al. (Yaneva et al., 2017) informo
sobre algunos compuestos peptidicos acoplados a galantamina (OGal) con alta actividad de inhibicion
contra la AChE. Entre ellos, el péptido I5 (Boc-VNLAG-OGal) mostro la mejor actividad, con una
Clso de 3,4 uM. Sin embargo, no hay informacion sobre qué parte del compuesto (el péptido o la
galantamina) realiz6 los principales contactos con la enzima. A diferencia de los estudios previos, en
este trabajo se observo inhibicion de AChE a concentraciones considerablemente mas bajas,
destacando al péptido AS4532 con un Ki de 64,8 uM. Este valor experimental es inferior a la mayoria
de los reportados en la literatura, donde se requieren concentraciones mas elevadas para obtener

efectos comparables.

7.4 Potencial tratamiento para combatir C. rogercresseyi

La alta conservacion de esta enzima en diferentes especies (Figura 14) hace que estos péptidos sean
inhibidores potenciales en cualquiera de ellas, como lo reflejan los resultados de docking, que
muestran valores de interaccion similares para todas las AChE analizadas (Tabla Suplementaria S6).
Frente a esto, existen consideraciones adicionales al analizar los posibles efectos que estos péptidos
podrian tener sobre el huésped. A pesar de la alta actividad antiparasitaria, los péptidos pueden
enfrentar algunos inconvenientes y restricciones criticas, como su accion en la interrupcion de la
membrana celular eucariota pudiendo desencadenar efectos hemoliticos adversos (Naiel et al., 2023).
Los resultados obtenidos en este estudio indican un bajo porcentaje de hemolisis en eritrocitos de
Salmo salar (<5% en todas las concentraciones evaluadas), y, segiin las predicciones de B3Pred
(Tabla 6), no se espera que crucen la barrera hematoencefalica, lo que posiciona estos péptidos como

alternativas terapéuticas prometedoras en peces. Por otro lado, se realiz6 la medicion de la viabilidad
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celular en RTgill, evaluando que el AS4532 presenta una disminucion en la viabilidad celular a
concentraciones de 200—400 pM tras 36-60 h de exposicion, lo que sugiere que podria haber efectos
secundarios en tejidos especificos. Este comportamiento podria estar relacionado con propiedades
fisicoquimicas como la hidrofobicidad o la capacidad de penetracion celular (Huang et al., 2010), lo
que se intentd mejorar al hacer las posteriores modificaciones peptidicas para minimizar efectos

colaterales.

7.5 Aumento de efectividad de péptidos modificados

La estrategia de optimizacion del péptido original AS4532 (VHWYVGEGMEEGEF) se orientd a
mejorar su desempefio estructural, funcional y su aplicabilidad en un entorno biologico complejo,
como el entorno marino donde se encuentra el ectoparasito Caligus rogercresseyi. En primer lugar,
se diseno el derivado AS5372, una version acortada del péptido, mediante la eliminacion de los tres
residuos terminales GEF. Segun los resultados del analisis de acoplamiento molecular, estos residuos
no participaban directamente en la interaccion con el sitio activo de la enzima AChE, lo que permitio
conservar los residuos esenciales para la union, mejorando el ajuste dentro de la cavidad catalitica y
favoreciendo una interaccion mas especifica y eficiente (Kurcinski et al., 2015). Ademas, la reduccion
en la longitud de la secuencia disminuyd el peso molecular, lo que puede traducirse en una mayor
estabilidad estructural, mejor difusion y menores costos de sintesis (Leonte et al., 2021).
Complementariamente, la eliminacion del residuo fenilalanina, de caracter hidrofobico y aromatico,
podria favorecer la solubilidad en medios acuosos, reduciendo la tendencia a la agregacion (Bera et

al., 2021).

Por otro lado, se incorpor6 una modificacion estructural puntual mediante la sustitucion de la arginina
en configuracion L por su isomero D, con el objetivo de aumentar la resistencia del péptido frente a
la degradacion por peptidasas y proteasas presentes en el mucus de peces o en el medio marino. Esta
estrategia ha sido ampliamente utilizada para aumentar la vida media de péptidos bioactivos en
ambientes enzimaticamente activos, ya que las proteasas tienen menor afinidad por residuos D
(Knappe et al., 2010; Zhao et al., 2021). Aunque esta modificacion representa un incremento en el
costo de sintesis, se justifica por su contribucion a preservar la actividad funcional del péptido en

condiciones reales de aplicacion.

Las pruebas funcionales realizadas evidenciaron que la variante AS5372 presentd una menor
citotoxicidad en células RTgill y una mayor actividad antiparasitaria en comparacion con la molécula

original AS4532, reflejada en una disminucion del valor de Ki. Desde un enfoque cinético, este
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descenso en el Ki implica una mayor afinidad del inhibidor por su blanco enzimatico, confirmando
que las modificaciones estructurales no solo no comprometieron la actividad inhibitoria sobre AChE,
sino que la potenciaron. Estos resultados refuerzan el postulado de que AChE es un blanco de accion
vélido y eficaz para el control de ectoparasitos en salmonicultura, destacando la importancia de
equilibrar propiedades funcionales y de bioseguridad en el desarrollo de nuevas herramientas

terapéuticas.

Adicionalmente, se incorpor6é una modificacion quimica mediante la acetilacion del extremo N-terminal del
péptido AS5372, dando origen a la variante Ac-VHWYVGEGTIEE. Esta estrategia tiene como objetivo
aumentar la estabilidad del péptido frente a la degradacion por peptidasas, una caracteristica crucial dado el
ambiente enzimaticamente activo en el que se aplicaria. La acetilacion N-terminal ha demostrado ser una
modificacion efectiva para mejorar la vida media, solubilidad y resistencia proteolitica de péptidos bioactivos,
ademas de reducir su inmunogenicidad (D’ Accolti et al., 2023; Li et al., 2021). En este contexto, se esperaba
obtener una disminucion en el valor de Ki, reflejando una mayor afinidad por su blanco enzimatico. Sin
embargo, los resultados funcionales indicaron lo contrario: la variante acetilada no solo no mejoro su actividad
inhibitoria, sino que presentd una pérdida significativa de eficacia frente a AChE. Esta disminucion en la
actividad podria estar asociada al bloqueo estérico generado por el grupo acetilo en el extremo N-terminal,
region que, segun los analisis de acoplamiento molecular, participa directamente en la penetracion inicial del
péptido dentro de la cavidad catalitica de la enzima. Al interferir con esta interaccion clave, la acetilacion podria
impedir un adecuado anclaje al sitio activo, comprometiendo asi su funcionalidad (McTiernan et al., 2025).
Este hallazgo resalta la importancia de considerar no solo la estabilidad quimica en el disefio racional de
péptidos terapéuticos, sino también su orientacion estructural y modo de interaccion con el blanco molecular,

especialmente en sistemas enzimaticos con sitios activos altamente definidos.

No obstante, si bien se logré potenciar la actividad inhibitoria del péptido, resulta fundamental
abordar aspectos vinculados a su modo de administracion. A futuro, serd necesario proponer
estrategias que aseguren que la concentracion del péptido en aplicacion se mantenga en niveles
eficaces pero seguros, minimizando el riesgo de efectos adversos sobre los peces. Este trabajo
representa una primera aproximacion al disefio racional de péptidos bioactivos, orientado a identificar
secuencias con potencial terapéutico, pero también sienta las bases para el desarrollo de
formulaciones aplicables en condiciones de cultivo, donde la estabilidad, la dosificacion y la eficacia

biologica deberan ser validadas experimentalmente.
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8 Conclusion

El modelo QSAR desarrollado, complementado con analisis de docking molecular, permitio
seleccionar cuatro péptidos con potencial actividad inhibitoria sobre la enzima AChE de Caligus
rogercresseyi, de los cuales AS4532 demostro afinidad efectiva por el sitio activo y una letalidad

significativa contra el parasito en estadio naupliu II.

Mediante modificaciones quimicas, incluyendo el acortamiento de la secuencia y la incorporacion de
D-arginina, se obtuvo el derivado AS5372, el cual evidenci6 un aumento en la actividad inhibitoria
de la enzima AChE (|Ki), una mayor actividad antiparasitaria y una menor citotoxicidad en células

RTgill, en comparacion con el péptido original.

En conjunto, estos resultados permiten demostrar que los péptidos seleccionados mediante QSAR y
optimizados quimicamente incrementan su eficacia contra C. rogercresseyi. Este estudio no solo
aporta evidencia funcional sobre la inhibicion de AChE como blanco terapéutico, sino que también
sienta las bases para el desarrollo de estrategias innovadoras y sostenibles de control antiparasitario

en salmonicultura.
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9 Proyecciones

Los resultados de este estudio destacan el gran potencial del péptido AS5372 como una alternativa
terapéutica innovadora para combatir la caligidosis en la salmonicultura. Su alta actividad
antiparasitaria, combinada con una baja toxicidad en células del hospedador, refuerza su viabilidad
como agente terapéutico. No obstante, sera fundamental optimizar las formulaciones para maximizar
su eficacia en condiciones de campo, es decir con peces infectados. Ademas, factores ambientales
como la salinidad y la presencia de materia organica en el entorno acuatico podrian influir en la

actividad de estos péptidos, lo que subraya la necesidad de evaluar su desempefio en escenarios reales.

Una estrategia prometedora para mejorar la estabilidad y biodisponibilidad de los péptidos es su
encapsulacion en nanoparticulas. Este enfoque podria potenciar su eficacia al facilitar una liberacion
controlada y superar barreras asociadas a la solubilidad y degradacion en ambientes acuaticos. La
encapsulacion no solo optimizaria la interaccion del péptido con el parasito, sino que también podria

integrarse en tratamientos mas sostenibles y especificos para la industria salmonicultora.

Dado el creciente interés por mitigar el impacto ambiental de los tratamientos en acuicultura, resulta
esencial investigar el efecto de estos péptidos tanto en el microbioma de los peces como en el
ecosistema acuatico en general. Estudios adicionales sobre la seguridad y los posibles impactos
ambientales seran determinantes para garantizar una implementacion eficaz y responsable de estas

soluciones terapéuticas.

Este trabajo constituye un analisis orientado a identificar péptidos con potencial bioactivo. Sin
embargo, las proyecciones futuras incluyen no solo la evaluacion de su eficacia in vivo contra la
caligidosis en salmonidos, sino también el desarrollo de estrategias optimizadas de administracion y
entrega. Estas lineas de investigacion seran clave para consolidar el uso de péptidos como

herramientas terapéuticas seguras y efectivas en la practica salmonicultora.
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12 Material Suplementario

Tabla S 1: Compuestos utilizados para construir el modelo QSAR, que exhiben actividad inhibitoria contra la enzima acetilcolinesterasa con valores
reportados en la literatura y sus respectivos SMILES. 'BindingDB MonomerID' corresponde al codigo de los compuestos obtenido de la base de
datos BindingDB. 'Clasificacion' representa como los compuestos fueron divididos aleatoriamente en un conjunto de entrenamiento (+), un conjunto
de entrenamiento invisible (-), un conjunto de calibracion (#), y un conjunto de validacion externa (*). SMILES y log(1/x) son los formatos en los
que se ingresan los valores en el programa CORAL.

BindingDB Clasificacion N° SMILES log(1/x)
MonomerID

189365 - 1 N=cloc2ccc3cec(=0)oc3c2ccl1 C(=0O)NCICC1 -2,903
50440427 - 2 Cclccee(C[nt]2ccec(c2)C2C(CHN)C(=N)Oc3c2c(=0)oc2cecee32)cl -2,898
10456 + 3 C(CCCCCCNcleenc2ececc12)CCCCCNeleenc2eceec]2 -2,895
50099593 + 4 Cclne(cc2c3cecec3[nH]c12)C(=0)NCCCCCCCCCCNel1c2CCCCe2nc2ececcl2 -2,894
19127 - 5 CC[C@H](C)C(=O)N[C@H]1CC=C2C[C@@H]3[C@@H](CC[C@H]2[C@]1(C)\C=N\Cclccccc])[C@]1(C)C[C@@H](O)[C@H]([C@H](C)N(C)O)[C@@]1(C)CC3=0  -2,892
50079186 + 6 CCN(CC)C(=0)Oclecc2C(=0)\C(Oc2cl)=C\cleccc(OCCN2CCCC2)ccl -2,892
50075593 # 7 O=CIN(CCCCCCCCNCc2cccce2)C(=0)c2ececcl2 -2,888
9412 + 8 CN(CCCICCN(Cc2ccecc2C)CC1)C(=0)clececcl -2,886
50037142 - 9 CCN(CCCCCNI1C(=0)c2cec(cc2C1=0)[N+]([O-])=0O)CCclccececl -2,886
50004319 + 10 COclece(OCce2nn3c(nne3s2)-c2cenec2)ecl -2,886
50179308 - 11 O=cloc(nc2sc3CN(Ccéececed)CCe3c12)N1CCOCCL -2,886
50088662 # 12 CCN(CCCCCCOclcecce(cl)-clec(=0)c2¢(0)c(OC)e(OC)cc201)Celececc1OC -3,104
10474 + 13 C(CCCNcl1e2CCCCe2nc2cceccl2)CCCeleececl -2,591
189371 - 14 COclcce(ccl)C(C)NC(=0O)clec2e(cec3cec(=0)oc23)oc1=N -2,591
198158 - 15  CC(=0)C1=C(C)NC(Sc2cccec2CC(N)=0)=NClclcec(OCc2ccece2)ccl -2,591

50039219 # 16  [O-]INH](=O)clccec(CN2CCC(CCC(=0)c3ccc4CCCCNe4e3)CC2)el 2,591




50002854 17 Ocle(C(=O)NC2CCN(Cc3cceeee3)CC2)e(=0)n(Cc2cecec2)c2ececcl2 -2,591
50053568 18  O=cIn2CCCc2nc2ccc(OCCCCCCCCCN3CCCCC3)ecl2 -2,591
50075589 19 Fcleee(CNCCCCCCCN2C(=0)ce3ceccee3C2=0)ccl -2,558
50099599 20  CCIN([C@@H](Cc2cl[nH]clceeec21)C(=O)NCCCCCCNele2CCCCe2nc2eccec12)C(=0)OC(C)(C)C -2,590
50073142 21 Ccle(C)e20C(C)(CCe2¢(C)c10)C(=0)NCCCCCCCCCCNcle2CCCCe2ne2cececcl2 -2,588
19101 22 CC(C)CI=N[C@H]2CC=C3C[C@@H]J4[C@@H](CC[C@H]3[C@]2(C)CO)[C@]1(C)C[C@@H](O)[C@H]([C@H](C)N(C)C)[C@@]1(C)CC4=0 -1,491
50053435 23 C(COclece2N=C3CCCN3Cc2cl)CNICCCCCI -1,826
50194134 24 CCNC(=S)Nclcc(nenl)-nlenc(CN2CCCC2)cl -1,826
50079503 25  FC(F)(F)clce(=0)oc2cc(OCCN3CCN(CCCNedeSCCCCeSneScecce45)CC3)eecl2 -1,826
50099601 26  CC(C)(C)OC(=O)N[C@@H](Cclc[nH]c2cceec12)C(=O)NCCCCCCNelc2CCCCe2nc2eccecl2 -1,826
50079511 27 O=clcec2ecc(OCCCCCCN3CCN(CCCNe4ce5CCCCeSneScccecd5)CC3)ec2ol -1,820
50199516 28  CN(CCCCCCCCCCCEN(C)Celececenl)CC(=0)N1CCC[C@@H]2[C@@H]3Cc4[nH]c(=0)ccc4[C@]12CC(C)=C3 -1,818
9010 29  Clcleeee2ne3CCCCe3c(NCCCCCC(=0)NCCc3c[nH]cdcceee34)cl2 -1,813
50004028 30  CC(=O)N(CCCICCN(Cc2cceeec2)CCl)cleece(F)el -1,813
50440446 31  COclece(cec1OC)Cle2e(N)e3CCCCe3nc20c2clc(=0)oclcecce2l -1,633
50039227 32 FcleeeeccICN1CCC(CCC(=0)c2ece3NCCe3c2)CCl -1,633
50053438 33 CCN(CC)CCCOcleee2ne3CCCCn3e(=0)c2el -1,633
50053437 34 O=cIn2CCCCCc2nc2ccc(OCCCN3CCCCC3)ecl2 -1,633
50273060 37  CCN(CC)CCeleecc(0OC2Ce3cc(0C)c(0C)ee3C2=0)ccl -1,624
50199526 38  CN(CCCCCCCCCCN(C)Celeceenl)CC(=0)NICCC[C@@H]2[C@@H]3Cc4[nH]c(=0)ccc4[C@]12CC(C)=C3 -1,623
13539 39 COclce(ec(OC)c10C)C(=0)NCCCC(=0)NNc1c2CCCCe2nc2cceccl2 -1,420
50199549 40  CN(CCCCCCCCCCN(C)CCONICCC[C@@H2[C@@H]3Cc4[nH]c(=0)ccc4[C@]12CC(C)=C3)CCCNICCC[C@@H]2[C@@H]3Cc4[nH]c(=0)ccc4[C@]12CC(C)=C3  -1,418
50032398 41 COcleec(ccl)C(=0)NC(=S)NCCOCCN(C)Celecceel -1,415
10948 43 CN(CCCCCCCCCCCCN(C)CCC(=0O)NICCC[C@@H]2C3Cc4[nH]c(=0)ccc4[C@]12CC(C)=C3)CCC(=0)N1CCC[C@@H]2C3Cc4[nH]c(=0)ccc4[C@]12CC(C)=C3 -1,401
9015 44 COclccee2[nH]ec(CCNC(=0)CCCCCNc3c4CCCCe4ncdec(Clcce34)c2cel -1,079
10489 45 FC(F)(F)C(=0O)cleecc(CNe2e3CCCCCe3nce3ceec(Cl)c23)s1 -1,079
8960 46 COclcc2CC(CC3CCN(Ce4ccecc4)CC3)C(=0)c2eclOC -1,079
50087161 47 COclecc2CN(CCCCCCCCCCIN+]3=Cc4cec(0C)eSOC6C[C@@H](0)C=C[C@@]6(CC3)c45)CC[C@@]34C=C[C@H](O)C[C@@H]30c1c24 -1,079
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50062931 48 COclec(CNCCCCN2CCC(Ce3ceceee3)CC2)ceclO -1,079
50040619 49 [O-][N+](=O)clccee(c1)C(=O)[NH+]=C([S-])NCCCICCN(Cc2ccccc2)CCl -0,176
50037139 35  CCN(CCCCCNIC(=0)c2ece(cc2C1=0)[N+]([O-])=0)Cclccee(OC)cl -1,653
50037168 36 CCN(CCCCCC(=O)cleee(ccl)NICCCCl)CelecceelOC -1,699
8963 50  C(CCCNcl1e2CCCCe2nc2cceecl2)CCCNelc2CCCCe2nc2cceccl2 0,699

9047 51  C(CCCNcl1ec2CCCCe2nc2cceecl2)CCNele2CCCCe2ne2eccecl2 -0,146
50055163 52 Ccle(O)ccecl [N+](C)(C)C -0,146
9057 53  C(CCCNcl1e2CCCCe2nc2nececc12)CCCNelc2CCCCe2ne2nceccl2 -0,114
50004016 54 O=C(Nclccc2C(=O)N(CCC3CCN(Cce4ceeecc4)CC3)C(=0)c2el)cleceecl -0,079
50262879 55 C[N+](C)(C)eclec(0)ec(OCCCCOC2ec(0)ec(c2)[N+](C)(C)C)el 0,770

50262988 56 CC[N+](CC)(CCNC(=0)C(=0)NCC[N+](CC)(CC)CclecccelCl)CelececelCl 0,921

202362 57  CC1=CC2CC(Cl)cle(C2)nc2ec(Cl)ecc2c INCCCCCCCCNC(=0)clec(0)c2C(=0)c3c(0)ecce3C(=0)c2el -1,947
9054 58  Clclecc2c(NCCCCCCCNe3c4CCCCe4ncdec(Cl)cce34)c3CCCCe3nc2cel 1,155

9023 59  Cleleec2¢(NCCCCCCCNC(=0)CCc3c[nH]c4cccec34)c3CCCCe3nc2cl 1,222

198184 60  O=CICCCNICICCN(CCH#C)c2cccecl2 -9,625
240837 61  CCOP(=0)(OCC)C(OC(=O)NCcleccecl)clecec2eececl2 -9,621
193691 62  CCOclccecc]\C=N/NC(=0)clccecc1O -9,618
198186 63 COclcecc2N(CCHC)CCC(N3CCCC3=0)c2cl -9,616
198187 64 Clclece2N(CC#C)CCC(N3CCCC3=0)c2cl -9,594
150721 65  CCOP(=0)(OCC)Oclecce(Br)ec1C(=O)Nclceee(F)cl -4,844
50060485 66  Nclc2CCNc3cceece3-c2nc2cceecl2 -4,841
222303 67  CC(=O)NC(CclceccelF)C(=O)Ncleee(C)ecl -4,839
50068341 68  O=CIN(CCCCCNC2CCN(Cc3ceeee3)CC2)C(=0)c2eececl2 -4,839
222305 69  CC(=O)NC(Cclcee(F)ecl)C(=O)Neleee(C)eel -4,839
50060474 70 COclcce-2¢(CCCe3c(N)c4eccecdnc-23)cl -4,838

93



Tabla S2: Péptidos generados por hidrdlisis in silico a partir de proteinas del mucus de Salmo salar
obtenidas de UniProt con las enzimas quimotripsina, tripsina y pepsina, y péptidos documentados en
la literatura del mucus de salmon.

Uniprot ID Secuencia N° residuos
EVVDKSGTSVKKF 13
TKPEDSVKEL 10
KAIRIRSDKN 10
IKDAVDTTAN 10
KRKTPTKQSSATGK 14
LLNPNTLATLVK 12
YDIIVILEVVDK 12
LHSVLEDLVLIPVHTK 16
ELDELYDVFLEVTK 14
TDNVMILGDFNADGSYLSK 19
DAVDTTANTGNDNTYDR 17
B5XGV3 IVIYGDDMLDAIVPNSAK 18
GLSEEDALK 9
VSDHYPVEVELK 12
VKIVSRYDIIVIL 13
EVVDKSGTSVKKF 13
VNTWQYEDNQAGDVDAF 17
IPVHTKPEDSVKEL 14
EVTKKWKTDNVMIL 14
MKAIRIRSDKNF 12
DAIVPNSAKPF 11
KVSDHYPVEVEL 12
KRKTPTKQSSATGK 14
AGDDAPRAVF 10
PSIVGRPRH 9
042161
ASGRTTGIVM 10

TTTAEREIVRDIKEKL 16




GTAASSSSL

PDGQVITIGN

10

KCDVDIRKDL

10

KIKITAPPERKY

12

DESGPSIVH

MEDEIAALVVDNGSGMCK

18

AGFAGDDAPR

10

AVFPSIVGR

HQGVMVGMGQK

11

DSYVGDEAQS

10

YPIEHGIVITNWDDMEK

16

IWHHTFYNELR

11

VAPEEHPVLLTEAPLNPK

18

GYSFTTTAER

10

ELPDGQVITIGNER

14

DLYANTVLS

EITSLAPSTMK

11

EYDESGPSIVHR

12

VVDNGSGMCKAGF

13

AGDDAPRAVF

10

RVAPEEHPVL

10

NPKANREKMT

10

NTPAMYVAIQAVL

13

TTTAEREIVRDIKEKL

16

PDGQVITIGNERF

13

EQEMGTAASSSSL

13

AERVGAGAPVY

11

GGVTIAQGGVL

11

AGLQFPVGR
B5X851

AEILELAGNAAR

12

VGAGAPVYLAAVLEYLT

17

GGVTIAQGGVL

11

B5SDG40 CDDDETTAL
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AGDDAPRAVF

10

PSIVGRPRH

ASGRTTGIVL

10

VTTAEREIVRDIKEKL

16

ATAASSSSL

PDGQVITIGN

10

KCDIDIRKDL

10

KIKITAPPERKY

12

DEAGPSIVH

AGFAGDDAPR

10

AVFPSIVGR

HQGVMVGMGQK

11

IWHHTFYNELR

11

YPIEHGIITNWDDMEK

16

GYSFVTTAER

10

SYELPDGQVITIGNER

16

LSGGTTMYPGIADR

14

EITALAPSTMK

11

QEYDEAGPSIVHR

14

MCDDDETTAL

10

RVAPEEHPTL

10

YASGRTTGIVL

11

PDGQVITIGNERF

13

ENEMATAASSSSL

13

ASGVTVTDEVITVF

14

EDEKKKRKKAVL

12

VGTTIADPY

ETKETKKEDL

10

B5SXB84 SKDAIKKKF

EDIKDRRTL

VGTTIADPYLHFVK

14

YALYDATYETK

11

MASGVTVTDEVITVF

15
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SEDKKHIVL

PADDCRYAL

VGTTIADPYL

SKDAIKKKF

TGIKHEWQVNGL

EDIKDRRTL

YDATYETKETKKEDL

TVKSSSSGAAPRSF

SGPSQGATRQSY

APITAVQVN

QGQTTTRSN

IETKDGKVVSETSEVVDD

QIAEAEERGEM

EGEEDRIATGIQSIN

QSEIDSVKG

QGQIKDTSVVVEM

DSIVAEVRAQ

RSTKTEIADL

IKKDVDEAY

KSRAEAETW
B5X320

VVSETSEVVDD

EYQELMNVK

LQSEIDSVK

ANLENQIAEAEER

YEEMQTSATR

LESLTDEINFLR

DTSVVVEMDNSR

NLDMDSIVAEVR

WNLLQGQTTTR

GMGGGFGAG

TATGIQSINISK

QLDGLGNDK

SNIDAMFEAYISN
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LEADLHNMQGLVEDFK

16

TECENDFVLIK

11

SLLAPLNLEIDPNIQI

16

VRTNEKEQIKGL

12

QGQTTTRSNIDAMF

14

PMESANSTYSSGYSSGF

17

QRAKQDMARQIREYQEL

17

RSTKTEIADL

10

QSEIDSVKG

IKKDVDEAYMN

11

DMDSIVAEVRAQ

12

ENQIAEAEERGEMAVKDAKL

20

TVDQIRAIM

NMSVIAHVDHGK

12

STLTDSLVSK

10

VSKAGITAGSRAGETRF

17

VVVDCVSGVCVQTETVL

17

RQAIAERIKPVL

12

IDPVIGTVGF

10

GSAERCKKVEDM

12

DSEDKEKEGKPL

12

EGPGDDEAAM

10

COHIN2 VPTTDKGRF

VEPIEDVPCGN

11

IKPIQRTIL

SVSPVVRVAVEAKN

14

KKSDPVVSY

RETVSEESEVM

11

AEDIEKGDVSPRQEL

15

DVSEARKIW

I[TPTARRVL

EIKDSVVAGF

10

VEIQCPEQVVGGIY

14
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MVNFTVDQIR

10

ALLELQLEPEDLFQTFQR

18

APLMMYISK

TGTITTFEQAHNMR

14

SDPMVQCIIEE

11

EGVLCEENMR

10

VLYACQLTAQPR

12

IWCFGPDGTGPN

12

TAIVVAETR

AYLPVNESFGFTADLR

16

EGIPALDNYLDK

12

PFPDGLAEDIEK

12

VSKAGITAGSRAGETRF

17

IDSPGHVDF

VVVDCVSGVCVQTETVL

17

DSEDKEKEGKPL

12

GSAERCKKVEDMMKKL

16

PVTAQKYRCEL

11

MMNKMDRAL

RQAIAERIKPVL

12

KVRIMGPNF

EQAHNMRVMKF

11

YIKPIQRTIL

10

VEIQCPEQVVGGIYGVL

17

EESQVMGTP

I[TPTARRVL

HTDAIHRGGGQ

11

CEENMRAVRF

10

AEDIEKGDVSPRQEL

15

MDVTKGVQYL

10

QWAVKEGVL

EEDHAGIPL

SVSPVVRVAVEAKNPADL

18
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ADKYEWDVSEARKIWCF

17

RSNTGGQAF

GVKCCSDTPPEDCERDVADL

20

CCEKTAAERTH

11

QSAVCSSETL

10

TTCCGEAEAQTCF

13

AIAKRVAEL

GDRVVKAKKL

10

PAADQCEDF

VDKIVATVAPCCSGDM

16

KPDPKPDGL

ADIAAVCQTF

10

AGSDIDKKITDETDY

15

KDKCCAAEDQAACF

14

ACCKDEPGH

VDEVCADESVL

11

MQWLSVCSLLVLLSVLSR

18

Q03156 SRSQAQNQICTIF

13

SQAQNQICTIFTEAK

15

IAEALAMGVK

10

CCSDTPPEDCER

12

AELPAADQCEDFK

13

SNPMLPPHVVLAIAK

15

ATFQHAIAK

MPQASFQEMAGMVDK

15

TLVDEVCADESVLSR

15

TALAGSDIDK

10

AAGLSACCK

TTITEDHLK

CCAAEDQAACFTEEAPK

17

DEPGHFVLPCAEEK

14

ITDETDYYK

TTCCGEAEAQTCF

13
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YGVVRHKTTITEDHL

15

HMVSETVHDVL

11

EKSMMVYYTRIMPQASF

17

HACCKDEPGHF

11

QHAIAKRVAEL

11

TKTPDVAMGKL

11

CIVHKKYGDRVVKAKKL

17

PAADQCEDF

DHKAKIPRDL

10

VDEVCADESVL

11

KMCCEKTAAERTHCF

15

SEHYDVHADIAAVCQTF

17

CCEKTAAERTH

11

PAADQCEDF

TTCCGEAEAQTCF

13

GDRVVKAKKL

10

VDKIVATVAPCCSGDM

16

VDEVCADESVL

11

KPDPKPDGL

ADIAAVCQTF

10

AGSDIDKKITDETDY

15

MQWLSVCSLLVLLSVLSR

18

P21848 SQAQNQICTIFTEAK

15

IAEALAMGVK

10

CCSDTPPEDCER

12

DVADLFQSAVCSSETLVEK

19

AELPAADQCEDFK

13

SNPMLPPHVVLAIAK

15

ATFQHAVMK

AAGLSACCK

TTCCGEAEAQTCF

13

TALAGSDIDK

10

ITDETDYYK

101



TTITEDHLK

TLVDEVCADESVLSR

15

MPQASFQEMGGMVDK

15

SRSQAQNQICTIF

13

QSAVCSSETL

10

YGVVRHKTTITEDHL

15

SKGPAVGIDL

10

DDGVVQSDM

DKKVGAERN

DSQRQATKDAGTISGL

16

RTACERAKRTL

11

SSSTQASIEIDSL

13

VGGSTRIPKIQKL

13

EVKSTAGDTH

10

GIETAGGVM

GAAVQAAIL

TGIPPAPRGVPQIEVTF

17

QGKISDEDKTKIL

13

KCEDDVQRDKVSSKN

15

BSDFX7 VSAADKSTGKEN

12

KSTVEDEKL

VEITANDQGNR

11

TTPSYVAFTDSER

13

MNPCNTVFDAK

11

FDDGVVQSDMK

11

HWPFEVINDSTR

12

DAGTISGLNVLR

12

TVNNAVVTVPAYFNDSQR

18

STAGDTHLGGEDFDNR

16

FEELNADLFR

10

LLQDFFNGK

AQVHDIVLVGGSTR

14

SLESYAFNMK

10
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CNEVIGWLDK

10

FELTGIPPAPR

11

DANGIMNVSAADK

13

GVPQIEVTFDI

11

MSKGPAVGIDL

11

GTTYSCVGVF

10

IGDAAKNQVA

10

DDGVVQSDMKHWPF

14

EVINDSTRPKL

11

QVEYKGETKSF

11

VKMKEIAEAYL

11

GKTVNNAVVTVPAYF

15

NDSQRQATKDAGTISGL

17

RIINEPTAAA

10

EVKSTAGDTHL

11

DKKVGAERNVL

11

KRKYKKDISDNKRAVRRL

18

SSSTQASIEIDSL

13

RTACERAKRTL

11

GIETAGGVMTVL

12

DKNQTAEKEEYEHHQKEL

18

QGKISDEDKTKIL

13

IQVYEGERAMTKDNNL

16

TTYSDNQPGVL

11

KVCNPIITKL

10

SGDKSENVQDL

11

VGGSTRIPKIQKL

13

RDAKMDKAQVHDIVL

15

TGIPPAPRGVPQIEVTF

17

EKCNEVIGWL

10

NMKSTVEDEKL

11

AAPAEGIVKW
B5X2B3

10

SCVRKDGSF
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QAIKGGEADAITL

13

AVAVAKKGTAF

11

AGIEDRPVESAVSDF

15

ASCAPGATM

CKGDCSRSH

KDGAGDVAF

AVVSRKDPEL

10

AVPAAEKASY

10

KKSQATGASSRAIKW

15

AEKGKCDTW

RKEADAIAVDGGEVY

15

AVAVAKKGSGL

11

SKGCAPGSEVGSPF

14

CAQCKGSGKAVGDEY

15

VEDAGDVAF

GSSGSDSSF

AVITRPETR

RCKARSEEQY

10

TIVPESTDGN

10

CQDGTTQPVTKF

12

RKCSDSTSDL

10

QEIPKGTKY

EPYYDYAGAFQCLK

14

DGAGDVAFIK

10

PLAVPAAEK

VPAHAVVSR

DFNLFSSDGYAAK

13

SQATGASSR

IDCQDAPTVEECIK

14

CGLVPVMVEQYDADLCS

17

APGEASSYYAVAVAK

15

EADAIAVDGGEVYTAGK

17

CLVEDAGDVAFI

12
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WCAVGHAEK

GCAPGSEVGSPFCAQCK

17

SEEQYYGYTGAFR

13

HTIVPESTDGNGPDWAK

17

VPAHAVITR

GDVVSILLELQAK

13

ACTFHSCQQK

10

CSDSTSDLEK

10

SSDFELLCQDGTTQPVTK

18

FGSSGSDSSFR

11

SCVRKDGSF

QAIKGGEADAITL

13

RGKKSCHTGL

10

GKSAGWNIPIGTL

13

NASCAPGATMGS

12

KDGAGDVAF

DGGDIYTAGL

10

SSDGYAAKNL

10

ARVPAHAVVSRKDPEL

16

CQDGTTQPVTKF

12

AKVPAHAVITRPETR

15

GSSGSDSSF

GRTAGWNIPMGL

12

KGKRSCHTGL

10

RKCSDSTSDL

10

GAEYMSTIRSL

11

VPVMVEQYDADL

12

AVPAAEKASYEL

12

[HQETNDCDF

10

SKGCAPGSEVGSPF

14

QEIPKGTKYQDF

12

VEDAGDVAF

ASIDSYKTCHL

11
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AAPAEGIVKW

10

QAIKGGEADAITL

13

SCVRKDGSF

AVAVAKKGTAF

11

ASCAPGATM

AGIEDRPVESAVSDF

15

AVPAAEKASY

10

AVAVAKKGSGL

11

VEDAGDVAF

QEIPKGTKY

KDGAGDVAF

KKSQATGASSRAIKW

15

AVVSRKDPEL

10

RKCSDSTSDL

10

CKGDCSRSH

AVITRPETR

B5X2B3 TIVPESTDGN

10

RCKARSEEQY

10

CAQCKGSGKAVGDEY

15

SKGCAPGSEVGSPF

14

CQDGTTQPVTKF

12

RKEADAIAVDGGEVY

15

AEKGKCDTW

GSSGSDSSF

SCVRKDGSF

QAIKGGEADAITL

13

DGGDIYTAGL

10

VPAHAVVSR

EPYYDYAGAFQCLK

14

DGAGDVAFIK

10

PLAVPAAEK

IDCQDAPTVEECIK

14

VPAHAVITR
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GDVVSILLELQAK

13

CLVEDAGDVAFI

12

ACTFHSCQQK

10

HTIVPESTDGNGPDWAK

17

EADAIAVDGGEVYTAGK

17

SQATGASSR

VEDAGDVAF

SKGCAPGSEVGSPF

14

CSDSTSDLEK

10

FGSSGSDSSFR

11

KGKRSCHTGL

10

GCAPGSEVGSPFCAQCK

17

WCAVGHAEK

DFNLFSSDGYAAK

13

APGEASSYYAVAVAK

15

CGLVPVMVEQYDADLCS

17

PSDKTRGGGDDSF

13

RGKKSCHTGL

10

GKSAGWNIPIGTL

13

NASCAPGATMGS

12

AVPAAEKASYEL

12

KDGAGDVAF

ARVPAHAVVSRKDPEL

16

ASIDSYKTCHL

11

VPVMVEQYDADL

12

QEIPKGTKYQDF

12

RKCSDSTSDL

10

AKVPAHAVITRPETR

15

CQDGTTQPVTKF

12

SATAAIKTKRSIQF

14

RGDVVPKDVN

10

[HQETNDCDF

10

GRTAGWNIPMGL

12

107



GAEYMSTIRSL

11

GSSGSDSSF

CKGDCSRSHKEPYYDYAGAF

20

GGGDDSFNTFFSETGAGK

18

EPTVIDEVRTGIYRQL

16

EDAANNYAR

EPTVIDEVRTGIY

13

ITGKEDAAN

QLFHPEQLITGK

12

TIGKEIIDIVL

11

IGQIVSSITA

10

APVISAEKAY

10

AKVQRAVCM

EEVGTDSVGEEDEEGEEY

18

DIERPSYTNL

10

VHWYVGEGMEEGEF

14

AIFVDLEPTVIDEVR

15

LIGQIVSSITA
BSDHO1

11

IHFPLATYAPVISAEK

16

TVVPGGDLAK

10

AVCMLSNTTAIAEAWAR

17

SIQFVDWCPTGFK

13

DVNSAIAAIK

10

YMACCLLYR

LEFAVYPAPQVSTA

14

GVRGRCGAM

GKDGKEAAL

SNTTAIAEAWARL

13

AKVQRAVCML

10

KVGINYQPP

MVDNEAIYDICRRNL

15

IGQIVSSITA

10

AVYPAPQVSTA

11
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VVEPYNSIL

SVDYGKKSKL

10

SVADITNACF

10

MGPYTITYFGVR

12

MGPYTITYFGVR

12

IMMADQGQEWK

11

SARPKIKAF

MGPYTITYF

EAVMAKNKTGF

11

EILIDFSDWMK

11

ASCVFGQLPK

10

B5XGZ2 LVLYQSNAILR

11

EAALIDMMCDGVEDLR

16

MIYQEYDTGK

10

AFLGSDAYK

DITIGDTPAGRIEM

14

ADVVPKTAEN

10

KMSARPKIKAF

11

IDMMCDGVEDL

11

GRNHDAYGKDGKEAAL

16

VYFDITIGDTPAGR

14

IEMELFADVVPK

12

MCQGGDFTNHNGTGGK

16

DITIGDTPAGRIEMEL

16

VVEGLNIIASMEK

13

VAIADCGEL

B5SDGY%4 KASQVAIDIRDN

12

VEDGAEPQAL

10

GPKPSIPPGTPDDEKVDTS

19

ADVVPKTAENF

11

TNHNGTGGKSIYGNKF

16

SMANAGPNTNGSQF

14

SDKTQIQVL
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ASQVAIDIR

PSIPPGTPDDEK

12

GALYMISDASGSMK

14

KSSAVASSSPF

11

RVEDGDKVAVDPSSY

15

KDKDQTTGPSKAY

13

AEERTGAPKIAKDY

14

VEDGAEPQAL

10

PISTIKQGAEPPTF

14

GGSASDVSEGKEPAGF

16

RGVGASEEEM

10

SVEEVPGDF

IGGTSRKGGQTGTGSTRL

18

VDDGKGKVQIW

11

GGAPVQVRVTQGQEPP

16

MWETDPLER

COPU67 SPDAMFVWR

GGQTGTGSTR

10

HMVEDGAEPQAL

12

DNGVDKNVF

GGSASDVSEGKEPAGF

16

SSAVASSSPFK

11

QAMLTAEECYILDNGVDK

18

TQIQVLPAGGETTLFK

16

VEQVPFDASSLHSNK

15

EQHIIYTWQGLK

12

LDDSMGGAPVQVR

13

CTQDELAASAFMTVK

15

GVGASEEEMAAAK

13

EPAGFWSALGGK

12

HVVGILGGSASDVSEGK

17

PMMVHIGGTSR

11

DYVDSDPSGR

10
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NMAAQHGMVDDGK

13

AVEVEPSASFLNANDV

16

KASQVAIDIRDN

12

VEDGAEPQAL

10

GPKPSIPPGTPDDEKVDTS

19

PISTIKQGAEPPTF

14

QAWDPKMWETDPL

13

QNMVKPPRL

IKEKGYSDKTQIQVL

15

GPKPSIPPGTPDDEKVDTS

19

GGREQHIIYTWQGL

14

SDWKDKDQTTGPSKAYSIGR

20

ERKAAMSAAQKF

12

VWKGPKANTS

10

DDSMGGAPVQVRVTQGQEPP

20

IGGTSRKGGQTGTGSTRL

18

GGAPVQVRVTQGQEPP

16

ASQVAIDIR

LHMVEDGAEPQALTEALGPK

20

GALYMISDASGSMK

14

KSSAVASSSPF

11

SDKTQIQVL

KDKDQTTGPSKAY

13

VDDGKGKVQIW

11

RVEDGDKVAVDPSSY
B5X1B

15

EQHIIYTWQGLK

12

PISTIKQGAEPPTF

14

VDSDPSGRRGL

11

AEERTGAPKIAKDY

14

GGSASDVSEGKEPAGF

16

RGVGASEEEM

10

IRQSSTRATRAVEVEPSASF

20

DYVDSDPSGR

10
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MWETDPLER

SSAVASSSPFK

11

KASQVAIDIRDNERNGRAKL

20

GPKPSIPPGTPDDEKVDTS

19

HMVEDGAEPQAL

12

PSIPPGTPDDEK

12

QAMLTAEECYILDNGVDK

18

NMAAQHGMVDDGK

13

VEQVPFDASSLHSNK

15

CTQDELAASAFMTVK

15

LDDSMGGAPVQVR

13

GVGASEEEMAAAK

13

EPAGFWSALGGK

12

PMMVHIGGTSR

11

HVVGILGGSASDVSEGK

17

AVEVEPSASFLNANDV

16

SPDAMFVWR

TQIQVLPAGGETTLFK

16

GGQTGTGSTR

10

HLMSLFQGK

TPVASGPAEPPRN

13

TPVASGPAEPPRN

13

KTSKIVADKDY

11

DNGVDKNVF

IKEKGYSDKTQIQVL

15

ERKAAMSAAQKF

12

VWKGPKANTS

10

SDWKDKDQTTGPSKAYSIGR

20

GGREQHIIYTWQGL

14

PISTIKQGAEPPTF

14

QAWDPKMWETDPL

13

LLTPVASGPAEPPR
B5X4K4

14

DLADELALVDVMEDK

15
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GELMDLQHGSLFLK

14

SRIVVVSAGVRQQEGESRL

19

KVTVVGVGM

PKHRVIGSGTNL

12

DYAVTANSR

VIGSGTNLDSAR

12

LNPEFGLDGDK

11

IHPVSTMVK

GYTNWAIGLSVADLTESIIK

20

SAETLWGIQK

10

IVVVSAGVR

SIDAVKRKIKVL

12

QQQADEAEERAETL

14

EEAEKAADESERGM

14

IVVSNPVDVL

10

ITPQIVKHSPNCTL

14

KGYTNWAIGL

10

VGSVINMTL

MANSIDAVK

EQAEAEVASLNR

12

VLQQQADEAEER

12

RASKDEEKM

ERTEERAEL

KEAETRAEF

MANSIDAVKRKIKVL

15

COH9CO QQQADEAEERAETL

14

KEAKHIAEEA

10

MEMQEIQLK

LVIIEGDLER

10

TIDDLEDALANAK

13

EENVNIHATLDK

12

AELAEGNAR

AGDDAPRAVF

10
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ASGRTTGIVL

10

DRKYEEVARKL

11

ERTEERAEL

ANAKEENVNIHATL

14

QASEDKYSQKE

11

DKYEEEIKIL

10

KEAETRAEF

SGFAGDDAPR

10

HVGIMVGMGQK

11

YPIDHGIVINWDDMEK

16

TTTAEREIVRDVKEKL

16

KCDVDIRKDL

10

PDGQVITIGSERF

13

KIKIISPPERKY

12

DESGPAIVH

MVEDEVAAL

VIDNGSGMCKSGF

13

SGIADRMQKEVSAL

14

VAPEEHPVLLTEAPLNPK

18

YELPDGQVITIGSER
BSXFZ3

15

MEYDESGPAIVHR

13

SGGSTMFSGIADR

13

EVSALAPTTMK

11

IWHHTFYNELR

11

DSYVGDEAQ

AVFPSIVGR

GYSFTTTAER

10

GDGECSEGAVW

11

QAQQVKGKPTM

11

VSVAIGCATRDRTVAF

16

AVAGSSSSL

TTTAEREIVRDVKEKL

16

RVAPEEHPVL

10
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NSPAMYVAIQAVL

13

YASGRTTGIVL

11

NPKNNREKM

MEYDESGPAIVHRKCF

16

DSGDGVTHTVPIYEGYAL

18

PDGQVITIGSERF

13

AGDDAPRAVF

10

GHAAPILYAAWAEAGFVK

18

IDSDLEGHPTPK

12

LGQSEAAPLK

10

GQSSQRVVAL

10

KIGDKVATRKAY

12

CGVSIGEDGPSQM

13

PSDGVSTERSVEL

13

SSARATGGRIITVEDH

16

SAVGEEPGIM

10

MANYHKPDEKTL

12

SDPRNQCNDRF

11

YAAWAEAGF

ALWQAQQVK
B5X4R7

GIENMDNWHGK

11

TICPELPNEDTAPA

14

DLEAQIQNPNK

11

DLSPITLPSPPNYK

14

AIPTCTLFYPSDGVSTER

18

NSTFSEMFHK

10

MAAVSESNINLAGSH

15

PLDAATILSSAR

12

PQELLDLYGISAK

13

TVAFASTFAAFLSR

14

TEVVCGAPSIY

11

AIGTGKTASPAQA

13

GDGECSEGAVWEAMAF

16
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GAACGMAYTGKHF

13

KHDMDVYRKRCEAF

14

GWNTYVVDGHDVEEL

15

WQAQQVKGKPTM

12

EAQIQNPNKTICPEL

15

GQSSQRVVAL

10

SAVGEEPGIMVTRL

14

YPSDGVSTERSVEL

14

YGISAKHIANAVRQTF

16

ASEGVNIRVIDPF

13

GGAFTGEISPAMIK

14

CAHALENGL

DEREAGITEKVIN

13

GVIACIGEKL

10

GGSVTGGTCKEL

12

VGGNWKMNGDKASL

14

DPNTEVVCGAPSIYL

15

AAQNCYKVKGGAF

13

WVFGETDELIGQK

13

DVGVHWVILGHSER

14

LDPNTEVVCGAPSIYLEFAR

20

B5DGL3 VVLAYEPVWAIGTGK

15

DVDGFLVGGAALK

13

IYGGSVTGGTCK

13

ANVSEAVANSVR

12

ADDGSPAKAEF

11

VGDRDASVVGF

11

DLLVAYYDVDYEK

13

TGEISPAMIKDVGVHWYVIL

19

GHSERRWVF

GVIACIGEKL

10

ADNIKDWSKVVL

12

IGQKCAHAL
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GGMKDVDGF

DEREAGITEKVINAQTKHF

19

IGDHGMILVEFFAPWCGHCK

20

VDCTVHNNVCQK

12

DGEDAGPYDGPR

12

DGPRTADGIVSH

12

RDGEDAGPY

PVVGIRTAKGDKY

13

EEETSKKKKKN

11

DGPVKTVVAEN

11

DSKIGDHGMIL

11

APWCGHCKKL

10

TADGIVSHLK

10

DASVVGFFADDGSPAK

16

FSEDTFTNAK
BSX1H7

10

HSVEGEGIILFR

12

DVLIEFYAPWCGHCK

15

TVVAENFDAIVNEEDK

16

GFPTIFFAPAGQK

13

MDATANDVPSQYEVR

15

AEMGLDASSGELPVVGIR

18

YVMTEEFSR

VVGARRSAW

ADDGSPAKAEF

11

EEETSKKKKKNEL

13

PVVGIRTAKGDKYVMTEEF

19

ENNDGPVKTVVAENF

15

DAIVNEEDKDVL

12

YDDMAASMK

EVTEQGGELSNEER

14

B5XF08 VISSIGQKTEGSDKKL

16

AEVASGDDKTATIEN

15

AMVNEYREKVEGEL

14
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DICNDVLELLNK

12

YLIENSTNAESK

12

YLAEVASGDDK

11

QAFDDAIAELDK

12

EMDPTHPIR

EAGEAGENEN

10

DSTLIMQLLR

10

LGLALNFSVFFYE

13

AKIGQPAPQF

10

KATAVVDGQF

10

DTIVPDIQKSKEF

13

VISSIGQKTEGSDKKL

16

SVAYKNVVGARRSAWR

16

DISKKEMDPTHPIRL

15

MKGDYYRYL

EAGEAGENEN

10

WTSDNAPEEGEGG

13

NEESYKDSTL

10

IENSTNAESKVF

12

DDAIAEL

NSPEKACSL

DTIVPDIQK

RKIGCEVIGASTDSH

15

VCPTEIVGF

PVGRSVDETL

10

DIQLSDYMGK

10

DTIVPDIQKSKEF
BSXBY3

13

PVGRSVDETL

10

QHTDKYGEVCPAGWKPGS

18

LVQAFQHTDK

10

YGEVCPAGWK

10

QITINDLPVGR

11

IGQPAPQFK
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ATAVVDGQFK

10

SAAKAICDH

ISTVQQRGAAVIAARK

16

DQGIAYRGL

AWINTPRKQGGL

12

RKIGCEVIGASTDSHF

16

TQSISRDYGVL

11

SDYMGKYVVF

10

VCPTEIVGF

KATAVVDGQF

10

MSSGNAKIGQPAPQF

15

DTAVTFLSA

GAFISTVQQR

10

VTGAAGQIAY

10

VEERDTAVTF

10

TAAKSAPSVPKEN

13

RCGVPATQVK

10

REVIPTDKEDVAF

13

MSAEPVRVL

VEERDTAVTF

10

LSSAMSAAK

VNMAGSDLACFDAVK
B5X2Q1

15

CGVPATQVK

MDATAAELVEER

12

DLDAAILVGSMPR

13

VLVVGNPANTNCLIAAK

17

VDGLAINDFSR

11

VAVAVSSSL

TAKRGKRIPQTL

12

AEDKDIQKVADEDF

14

SRGKMDATAAEL

12

VGSMPRREGMERKDL

15

DAVKDDDWL
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REVIPTDKEDVAF

13

ISTVQQRGAAVIAARK

16

PVHIKDKQWKI

11

VVGNPANTNCL

11

VTGAAGQIAYSL

12

MSAEPVRVL

TAAKSAPSVPKENF

14

PLMVIFHLEDCPHSASMK

18

VADEDFIILNLVYETTDK

18

IIFVDPSMTVR

11

TVRADITGRY

10

VAVAVSSSL

AKPEKNIAKRGKRIPQTL

18

IWAQTYEEAL

10

Q2veQ8 MYAYEPSDIK

10

VEEKRVKEVVKKH

13

TVKVDTGEPM

10

VAERVTVITKH

11

VYETTDKHL

AEDKDIQKVADEDF

14

EDCPHSASMKKVF

13

SNMQKAKKL

ELISNASDALDK

12

IDVIPNVEER

10

TLTLIDTGIGMTK

13

GTIAKSGTKAF

11

VRGVVDSEDL

10

QIW6Ko6 ITGESKDQVAN

11

PEDEEEKKKM

10

DKKVEKVTVSN

11

VSSPCCIVTSTY

12

GIDDDEVIPEEPTSAPAPDEIPPL

24

EGDDDASRM
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YHSSQSGDELTSLTEYLTR

19

DQVANSAFVER

11

LSSGFSLDDPQTHSNR

16

RQEEEAETF

GTIAKSGTKAF

11

TVKVDTGEPM

10

ADLINNLGTIAK

12

AFMEALQAGA

10

EDQTEYVEEK

10

HSQFIGYPITLFVEK

15

IEDVGSDDEEDSK

13

GVVDSEDLPLNISR

14

NPDDITMEEYGE

12

SLTNDWEEHLAVK

13

DSCEELIPEYLNFVR

15

CMELFGELAEDR

12

DNSTMGYMMAK

11

HLEINPDHPIVETLR

15

GFEVLYMTEPIDEYCVQQLK

20

HFSVEGQLEFR

11

LGIHEDSQNR

10

DLVILLFETAL

11

AGVTAAEIKAM

11

VEEKRVKEVVKKH

13

VAERVTVITKH

11

VRGVVDSEDL

10

ITGESKDQVAN

11

PEDEEEKKKM

10

VSSPCCIVTSTY

12

DKKVEKVTVSN

11

DNLHTEGDHTLDVK

14

B5SXSIS8 SITIAKSGQTL

11

VQEAAICGSEAGKESVW

17
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AGVTAAEIKAMMSL

14

PTATDTNSYSITIAK

15

ASDMMQYLR

SGQTLIIVK

AAITKDSTEESN

12

PTKGGKTAAGKM

12

AAKRGPASKKVGKIPGKL

18

MAWDGYITNL

10

DIPGGKINIKASDMMQYL

18

QVHPDTGISNK

11

AMNICHNFITDLFER

15

ERIASEASKL

10

REIQTVVRL

AVSEGTKAVN

10

MAAITKDSTEESNSHVNTSL
BSXEYS

20

ERIASEASKL

10

AVYNKKSTITG

11

LILPGELAK

ETYFIYIYK

AKHAVSEGTKAVNKF

15

REIQTVVRL

FKDGEDAGAYDGPR

14

EATNPLVAQEEK

12

GKPDVVVSEDEEWR

14

AFAVGGLGSIVR

12

GFEKPSDNSSAILLQWHEK

19

Peptidos
SLALGGTFLIQK
from Faeste

12

ITDVGGVPYLVPLVK
et al., 2020

15

QGPYDVVFLPGGALGAQH

18

LSESPAVK

DVYLVPDASLEDARK

15

EIDGFALNR

TITVIGSGLIGR

12
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ILESVGIEADNTR

13

NVEEVIAQGYGK

12

LNEGVVEFASYSDLK

15

DAEDAVYELDGK

12

LNHTIYINNLNEK

13

SMQGFPFYDKPMR

13

VSLEDLYNGK

10

EISFAYEVLTNPEKK

15
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Tabla S 3: Resumen de los péptidos generados por hidrolisis in silico. Se muestra el numero de péptidos entre 9
y 20 residuos obtenidos por la hidrolisis de las proteinas del mucus de Salmo salar obtenidas de Uniprot con
cada enzima.

N° péptidos (9 - 20 residuos)

Uniprot ID Quimiotripsona Tripsina Pepsina Total

B5XGV3 5 9 9 23
042161 9 13 8 30
B5X851 2 3 1 6
B5DG40 10 10 5 25
B5XBg4 6 2 8 16
B5X320 13 16 9 38
COHI9N2 21 12 23 56
Q03156 14 16 13 43
P21848 9 15 3 27
B5DFX7 15 16 27 58
B5X2B3 24 21 23 68
B5X2B3 24 25 20 69
B5DHO1 11 11 11 33
B5XGZ2 4 8 5 17
B5DGY%4 3 3 7 13
COPU67 18 17 15 50
B5X1B 18 18 11 47
B5X4K4 5 8 7 20
COHOCO 6 8 8 22
B5XFZ3 8 12 13 33
B5X4R7 8 14 13 35
B5DGL3 5 10 10 25
B5X1H7 8 12 6 26
B5XF08 4 9 13 26
B5XBY3 5 8 10 23
B5X2Q1 7 9 13 29
Q2V6Q8 4 4 7 15

QIW6K6

._
o

19 8 41




B5X5I8 3 4 5 12

B5XEYS 6 5 2 13
Peptides (Faste et al., 2020c) 20
Total 959
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Tabla S 4: Caracterizacion de péptidos sintéticos con potencial actividad antiparasitaria. HPLC: Cromatografia liquida de alta resolucion en fase reversa.

ESI-MS: Espectrometria de masas por electrospray y dicroismo circular.

HPLC

ESI-MS

cD
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800000 ASA4531 AS4 53 1
50000
500000 500000¢ ¢
5 2 0 o
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Tabla S5: Resumen de las interacciones con los residuos clave para las tres variantes de la AChE de
C. rogercresseyi. La numeracion de 7. californica se muestra entre corchetes cuadrados, en negrita
los dos residuos aromaticos que cambian en el parasito.

Key rol CalrolA Calro AS4525 AS4528 AS4531 AS4532
1B 1A | Mut | 1B | 1A | Mut | 1B | 1A | Mut | 1B | 1A | Mut | 1B
S196[221] T192 1 1 2 1 312 2 3
Triada Catalitica E324[348] D318 1 1
H438[461] Q432 1 1 2 2 312 2 3
PAS V98[Y91] 160 1 3 2 |1 2 212 3 1] 1 2 2
Unidn a
- W112[105] W74 1 2 3 2 4 2 |1 1 2
PAS Y149[142] F114 | 1 2 4 11 5 1 4 514 4 3
§ Y158[151] Y123 2 1 1 1] 1 1 1
‘g Bolsillo acilo W260[254] W225 2 |1 1 1
g PAS W308[300] | W271 | 6 7 313 4 | 4 3 5 4 3
é Bolsillo acilo | F318*[311] 1281 | 1 1 1 2 2 212 1 1
§ Y358[351] P321 1 1] 1 4 3 3 2|3 3 1
Bolsillo acilo F359[352] D322 | 1 1 2 4 2 2 213 3 1
PAS Y362[355] Y325 | 3 4 513 3 41 2 3 4 | 4 4 4
W461[453] | W424 1 1
D471[Y463] | E434 1 1
F2241218)GESAG2201223] E226[220] G191 1 1 1 1] 2 1 1
A228[222] A193 1 1] 2 2
Agujero oxianionico G146[139] G111 1 2 4 3 2 312 2 2
G147[140] G112 2 4 2 1 312 2 2
TOTAL 13121 [ 279 36 |33] 9| 31 [37|37] 35 |30

* Este residuo cambia a Val en la variante mutante. PAS: Sitio anidnico periférico

Tabla S6. Resumen del analisis post docking con PRODIGY para las 6 AChE's con los péptidos
seleccionados. AG es la afinidad de union predicha, Kd es la constante de disociacion a 25 °C (los
valores mas bajos estan en negrita), los ICs corresponden a contactos intermoleculares totales
definidos a 5,5 A de distancia.

Péptido AChE AG (kcal mol-1) Kd (M) at°C Total ICs
CalrolA -8.3 8.30E-07 54
CalrolA_V318 -8.9 3.00E-07 65
AS4525
CalrolB -7.6 2.80E-06 58
LepsmlA -7.4 4.00E-06 40
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Lepsm1B -10.4 2.20E-08 78
Salsa -10.1 4.20E-08 75
Oncmy -7.5 2.90E-06 47
Oncki -8 1.40E-06 55
Saltr -7.8 1.80E-06 47
Cypca -7.9 1.60E-06 47
Ampoc 94 1.30E-07 70
Eleel -7.2 5.10E-06 52
Mouse 9.1 2.20E-07 68
Human -7.8 1.80E-06 58
Tetcf -8.9 3.20E-07 66
Pluxy -7.6 2.70E-06 54
CalrolA -10.1 3.70E-08 60
CalrolA_V318 -10.1 4.00E-08 86
CalrolB -8.2 9.30E-07 63
LepsmlA -9.5 1.00E-07 63
Lepsml1B -9.6 9.20E-08 70
Salsa -9.5 1.10E-07 65
Oncmy -9.6 8.50E-08 70
AS4528 Oncki -12.2 1.10E-09 85
Saltr -10.8 1.20E-08 86
Cypca -9 2.40E-07 50
Ampoc -10.4 2.20E-08 79
Eleel -7.6 2.50E-06 54
Mouse -6.6 1.50E-05 47
Human -9.1 2.20E-07 87
Tetcf -8.9 2.90E-07 51
Pluxy 94 1.30E-07 62
CalrolA -8.1 1.10E-06 55
CalrolA_V318 -10.3 2.70E-08 63
CalrolB -11.3 5.50E-09 78
LepsmlA -9.6 9.90E-08 60
Lepsm1B -12.6 5.50E-10 73
AS4531
Salsa -9.9 5.40E-08 73
Oncmy -10.5 1.90E-08 60
Oncki -9.5 1.00E-07 62
Saltr -10.1 3.70E-08 72
Cypca -9.2 1.90E-07 52
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Ampoc -11.5 3.80E-09 89

Eleel -9.3 1.50E-07 62
Mouse -8.7 3.90E-07 72
Human -9.5 1.10E-07 67
Tetcf -10.9 1.00E-08 75
Pluxy -9.9 5.70E-08 58
CalrolA -7.9 1.50E-06 56
CalrolA_V318 -8.2 9.10E-07 59
CalrolB -8 1.40E-06 59
LepsmlA -8.2 9.00E-07 57
Lepsm1B -10.2 3.20E-08 71
Salsa -9 2.30E-07 54
Oncmy -8.8 3.60E-07 52
AS4532 Oncki -8 1.40E-06 52
Saltr -8.2 9.10E-07 56
Cypca -9.7 7.70E-08 64
Ampoc -8.8 3.40E-07 75
Eleel -7.7 2.40E-06 49
Mouse -7 7.30E-06 55
Human -7.6 2.70E-06 68
Tetcf -8.7 4.10E-07 49
Pluxy -8.9 3.10E-07 64

Tabla S7. Energia libre de unién de azametifos con las variantes Calro de AChE, los residuos
correspondientes a la triada catalitica, o sus andlogos, estan en negrita.

AChE AG (kcal mol-) | Residuos de interaccion

Calro 1A -7.46 V67, V68, D69, Y118, W 277, F328, Y331, Y332
CalrolA_Vss -6.72 V67, D69, W81, G115, Y118, S119, G120, E195, H438, G439
Calro 1B -7.56 D62, W74, G111, F114, S115, T192, Y325, Q432, G433, 1436
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Calrol A Calrol A CalrolB Lepsml A LepsmlB Salsa Oncmy Oncki  Saltr Cypca  Ampoc Eleel Mouse

Calrol A
CalrolA_Mut
CalrolB
Lepsml A
LepsmlB
Salsa

Oncmy

Oncki

Saltr

Cypca
Ampoc

Eleel

Mouse
Human
TetCF

Phuxy

0.75 0.74 0.74 0.74 0.73 0.73 0.71
0.75 0.74 0.72 0.74 0.74 0.72 0.70
0.72 0.76 0.72 0.70 0.71 0.70 0.70
0.70 0.74 0.72 0.70 0.73 0.70 0.70
0.72 0.71 0.69 0.70

0.84
0.84
0.87
0.88
0.87
0.64
0.70

Human TetCF
0.84 0.78
0.83 0.77
0.83 0.74
0.83 0.76
0.83 0.74
0.63
0.68 0.70

0.67

Figura S1. Porcentaje de identidad para la comparacion de alineaciones PIR de secuencias de AChE

en la Tabla 1. Los valores estan indicados de menor a mayor, de blanco a gris oscuro.

CalrolA CalrolA_ICalrolB LepsmlA Lepsm1B Salsa Oncmy  Oncki Saltr Cypca Ampoc  Eleel

45.5 45.5 45 452 44.2 449 43.9
45.7 45.7 45.1 453 44.1 45.1 43.8
38.9 38.7 38.9 38.9 38.1 38.7 38
41.2 41.5 41.2 41.4 40.8 41.1 40.3
43.6 43.5 43.5 41.9 443 41.9

CalrolA
CalrolA_Mut
Calro1B
Lepsm1A
Lepsm1B
Salsa

Oncmy

Oncki

Saltr

Cypca
Ampoc

Eleel

Mouse
Human
TetCF
Pluxy

Mouse
44.4
44.7
37.7
40.2
43.1
59.4
59.5
58.7
59.2
59.6
60.9

59

Pluxy

0.65

0.77
0.79

Human TetCF Pluxy
44.8 43 | 5514
451 428 549
38 392 462
413 429 | 548
436 456  56.1
504 625 401
596 622 | 40.1
58.9 - 40.8
59.5 40.5
584 605 | 39.7
60.1 651 | 39.6

60.7  40.1
40.8
413

Figura S2. RMSD en Angstroms para la comparacion estructural de las estructuras 3D de AChE en

la Tabla 1. Los valores estan indicados de menor a mayor, de blanco a gris oscuro.
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Figura S3. Curvas dosis respuesta de los péptidos seleccionados y modificados. (A) AS4525.
(B)S4528. (C) AS4531. (D) AS4532. (E) AS5372. (F) AS5373. Todos evaluados tras 1 h (negro), 6
h (azul), 24 h (verde), 48 h (naranja), 72 h (rojo) y 96 h (lila).
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Figura S4. Analisis de docking de azamethiphos con variantes de Calro. (A) Variante CalrolA. (B).
Calrol_V318. (C). Variante Calro1B. El panel derecho de cada figura muestra la estructura completa
acoplada a cada péptido, en el lado izquierdo se muestra un primer plano del sitio de interaccion de

la superficie y en la parte inferior se muestra un diagrama 2D de la interaccion creada con Ligplot
++,
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